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RESUMO 
 
A regulação a nível transcricional de genes do metabolismo de nitrogênio é bem 
descrita em um grande número de bactérias, como Bacillus subtilis, Corynebacterium 
glutamicum, Escherichia coli e Streptomyces coelicolor. Entretanto, até o momento 
não há informações sobre esta regulação em Streptococcus mutans. O presente 
trabalho tem por objetivo caracterizar a atividade da proteína GlnR, reguladora global 
da transcrição de genes do metabolismo de nitrogênio em microrganismos Gram-
positivos. A atividade de GlnR foi analisada por ensaios de retardamento de banda de 
DNA em gel. Esta proteína liga-se especificamente às regiões promotoras dos operons 
glnRA e amtBglnK. Além disso, experimentos de co-precipitação mostraram que GlnR 
liga-se in vitro a GlnK, uma proteína sinalizadora dos níveis intracelulares de nitrogênio 
que coordena a regulação do metabolismo de nitrogênio em procariotos. GlnK 
aumenta a afinidade de GlnR pelo promotor do operon glnRA. A formação do 
complexo GlnK-GlnR é regulada pelos níveis de 2-oxoglutarato e ADP, moléculas 
moduladoras da atividade de GlnK. Estes resultados sugerem o envolvimento de GlnR 
na regulação transcricional de genes envolvidos no metabolismo de nitrogênio em S. 
mutans e que a proteína GlnK é responsável pela transdução de sinal da 




Transcriptional regulation of nitrogen metabolism genes has been investigated in 
a variety of bacteria, such as Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, 
Escherichia coli and Streptomyces coelicolor. However, until now there has been no 
study for Streptococcus mutans. In this study, the DNA- binding activity of GlnR was 
characterized by gel mobility shift assays. This protein specifically binds to the 
promoter regions of glnRA and amtBglnK operons. In addition, pull-down assays 
showed that GlnR interacts with GlnK, a signal transduction protein that coordinates 
the regulation of nitrogen metabolism in prokaryotes. GlnK enhances the affinity of 
GlnR for the promoters of glnRA operon. The complex formation is modulated by 2-
oxoglutarate and ADP, effector molecules of GlnK. These results confirmed the 
involvement of GlnR in transcriptional regulation of nitrogen metabolism related genes 





A cárie dental é um processo patológico de etiologia microbiana, que 
resulta na destruição localizada dos tecidos dentários. É uma das doenças 
mais comuns de humanos (FEJERSKOV & THYLSTRUP, 2001). S. mutans foi 
isolado de lesões cariosas e, além da cárie, este microrganismo é responsável 
por algumas inflamações oculares de neonatos e endocardite (CLARKE, 1924, 
ALALUUSUA et al., 1994, PARKER & BALL, 1976; REEDER et al., 1985). 
Os mecanismos de virulência em S. mutans incluem adesão e colonização da 
superfície dos dentes, acidogenicidade e tolerância a ácidos (BANAS, 2004). Um 
estudo recente caracterizou o envolvimento de GlnR, uma proteína regulatória global 
do metabolismo de nitrogênio na resposta de tolerância a ácidos em S. mutans (CHEN 
et al., 2010). A influência do metabolismo de nitrogênio sobre a virulência também foi 
descrito em outras bactérias gram-positivas como S. pyogenes, S. pneumoniae, 
Bacillus anthracis e Staphylococcus aureus (GUSTAFSON et al., 1994, TAMURA et 
al., 2002, VAN SCHAIK et al., 2009, KLOOSTERMAN et al., 2006, SOMERVILLE & 
PROCTOR, 2009). 
Em membros da classe Bacilli como Staphylococcaceae, Listeriae e 
Lactobacillales, a regulação do metabolismo de nitrogênio é dependente de GlnR, 
proteína responsável pela ativação ou repressão da transcrição de genes envolvidos 
metabolismo de nitrogênio (revisto por AMON et al., 2010). Assim, a caracterização 
funcional de GlnR de S. mutans pode contribuir para o entendimento da regulação da 
expressão de genes envolvidos no metabolismo de nitrogênio neste microrganismo.  A 
descrição de possíveis mecanismos de regulação de vias metabólicas pode contribuir 
para futuros estudos sobre a ligação entre o metabolismo de nitrogênio e mecanismos 







A cárie dental é uma doença infecciosa que resulta em dissolução localizada e 
destruição do tecido calcificado. É uma das doenças mais comuns de humanos. No Brasil, 
quase 38% das crianças de 18 a 36 meses apresentam pelo menos uma cárie dentária; 
entre as crianças de cinco anos de idade, o índice chega a 60%. A média de dentes 
cariados, perdidos ou obturados por indivíduo é de 4,8 nas crianças de até 12 anos, 8,2 
nos adolescentes, 24,1 nos adultos e 37,8 nos idosos (BRASIL, 2003). 
As principais espécies isoladas de lesões cariosas e que estão envolvidas na 
iniciação e desenvolvimento das cáries são: Lactobacillus acidophilus, Actinomyces 
viscosus e Streptococcus mutans (EBERSOLE & TAUBMAN, 1994, SOCRANSKY et al., 
1998). S. mutans foi isolado de lesões cariosas por Clarke em 1924. Esta bactéria é 
acidogênica, capaz de fermentar glucose, lactose, rafinose e manitol com produção de 
ácido (CLARKE, 1924). Usualmente coloniza a superfície dental, mas também pode ser 
encontrado na saliva, na língua e nas membranas mucosas, sendo responsável por 
algumas inflamações oculares de neonatos e endocardite, além da cárie (ALALUUSUA et 
al., 1994, PARKER & BALL, 1976; REEDER et al., 1985). 
  
1.1 Mecanismos de virulência de S. mutans 
 
Através de estudos bioquímicos foram identificadas neste microrganismo três 
propriedades importantes no processo de formação da cárie: adesão e colonização da 
superfície dos dentes, acidogenicidade e tolerância a ácidos (BANAS, 2004). 
 
1.1.1 Adesão 
S. mutans coloniza a superfície dos dentes participando na formação do biofilme 
dental. Este biofilme, ou placa bacteriana, é um agregado microbiano imerso numa matriz 
de polissacarídeos extracelulares resultante da aderência, multiplicação e desenvolvimento 
de microrganismos sobre a superfície dos dentes, em presença de substrato 
(CVITKOVITCH et al., 2003).  
Freqüentemente o biofilme existe em equilíbrio com o hospedeiro, sem provocar 
danos aos tecidos bucais (MARSH, 1994; BRADSHAW & MARSH, 1998; MARSH, 2003). 
Entretanto, perturbações nas condições ambientais podem causar mudanças na 
composição e metabolismo do biofilme. A exposição freqüente dos microrganismos que 
compõem o biofilme a carboidratos fermentáveis leva à diminuição do pH no biofilme 
(JENSEN & SCHACHTELE, 1983). Nestas condições, microrganismos resistentes a ácidos 
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são selecionados e o biofilme cariogênico é formado (VAN HOUTE, 1980). Neste caso, há 
uma prevalência dos estreptococos do grupo mutans, principalmente S. mutans e outros 




S. mutans possui uma via glicolítica completa e os produtos finais do metabolismo 
de carboidratos neste organismo variam dependendo das condições do meio (HAMADA & 
SLADE, 1980). Quando o organismo cresce em presença de excesso de glucose, o ácido 
láctico é o principal produto de fermentação. Em condições limitantes de glucose, além de 
ácido láctico, são produzidos: formato, acetato e etanol. A velocidade de produção de 
ácidos por S. mutans é maior que a de outros estreptococos, na faixa de pH entre 5-7 (DE 
SOET et al., 2000). A acidogenicidade deste microrganismo promove mudanças 
ecológicas na microflora da placa provocando o aumento do número de S. mutans e outras 
espécies acidogênicas e ácido-tolerantes. Quando o hospedeiro ingere carboidratos 
fermentáveis, os produtos do metabolismo desta microbiota reduzirão o pH da placa. 
Quando o pH da placa dental é reduzido a níveis inferiores ao pH crítico de 5,5, ocorre a 
desmineralização dos cristais de hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2) do esmalte dentário 
iniciando a lesão de cárie dental (FEJERSKOV & THYLSTRUP, 2001).   
 
1.1.3 Tolerância a ácidos 
 
À medida que o pH do biofilme é reduzido, um sistema de resposta a ácidos é 
ativado em S. mutans. Nesta resposta o sistema F0F1-ATPase translocador de prótons 
ligado a membrana, que é estável em meio ácido, mantém o pH intracelular em 7,5 e 
protege as enzimas da via glicolítica mantendo o pH compatível com os processos 
biológicos (QUIVEY et al., 2001; LEMOS et al, 2005).  
A diminuição do pH no meio também induz o aumento da síntese das chaperonas 
GroEL e DnaK, que impedem a agregação e erros no enovelamento das proteínas 
causados pela acidificação (JAYARAMAN et al., 1997; LEMOS et al., 2001). A proteína 
ClpA também parece ser importante para adaptação metabólica a ácidos. Estirpes de S. 
mutans que não sintetizam ClpA são incapazes de crescer em baixo pH (LEMOS & 
BURNE, 2002).  
Estudos comparativos do proteoma de S. mutans cultivado em pH 5,2 e 7,0 
indicaram que trinta proteínas exibem expressão alterada em baixo pH. Dentre estas 18 
foram expressas em maior quantidade incluindo: endopeptidases, fosfoglucomutase, 
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chaperonas, proteínas de divisão celular, enolases, lactato desidrogenase, frutose bifosfato 
aldolase, acetoina redutase, superóxido dismutase e lactoilglutationa liase (WILKINS et al., 
2002).  
Um estudo recente descreveu uma conexão entre o metabolismo de nitrogênio e a 
resposta de tolerância a ácidos em S. mutans. Através de análises do padrão de 
transcrição, este estudo mostrou que genes responsáveis pela assimilação de nitrogênio 
são reprimidos pela proteína GlnR durante choque ácido e um mutante glnR- têm 
viabilidade reduzida em 10 vezes em pH 2,8 (CHEN et al., 2010). Além de S. mutans, a 
influência do metabolismo de nitrogênio sobre a virulência foi descrito em outras bactérias 
gram-positivas como S. pyogenes, S. pneumoniae, Bacillus anthracis e Staphylococcus 
aureus (GUSTAFSON et al., 1994, TAMURA et al., 2002, VAN SCHAIK et al., 2009, 
KLOOSTERMAN et al., 2006, SOMERVILLE & PROCTOR, 2009). 
1.2 Metabolismo de nitrogênio em procariotos 
1.2.1 Sistemas de Assimilação de Nitrogênio 
 
Em condições de excesso de nitrogênio no ambiente, ocorre a difusão de amônio 
(neste trabalho o termo amônio incluirá as espécies NH4
+ e NH3) através da membrana. 
Esta forma de captação de amônio ocorre em concentrações extracelulares maiores que 
50µM (JAVELLE et al., 2004). Quando as concentrações de nitrogênio são limitantes, a 
captação deste nutriente é realizada por proteínas transportadoras de alta afinidade da 
família Amt (KLEINER, 1985). Em E. coli, a presença de AmtB permite o crescimento em 
concentrações de amônio inferiores a 5µM (JAVELLE et al., 2007).  
O processo de transporte de amônio mediado por AmtB é regulado em diferentes 
níveis. Em E. coli, o gene amtB forma um operon com glnK, este operon é regulado 
transcricionalmente pelo sistema de dois componentes NtrBC. O operon é expresso em 
baixa disponibilidade de amônio. Quando a concentração de amônio é maior que 50µM, a 
difusão livre de amônio através da membrana é suficiente para suprir o nitrogênio 
necessário para o crescimento celular e AmtB não é necessária (JAVELLE et al., 2004). 
GlnK é uma proteína regulatória que apresenta alta similaridade de seqüência com uma 
proteína sinalizadora de nitrogênio GlnB. A função de GlnK é ligar a AmtB para bloquear o 
transporte de amônio (DURAND & MERRICK, 2006, GRUSWITZ et al., 2007, JAVELLE & 
MERRICK, 2005). Em baixas concentrações de amônio, GlnK é uridililada por GlnD, a 
mesma uridilil transferase que uridilila GlnB. GlnK uridililada não é capaz de ligar-se a 
AmtB. O aumento da concentração de amônio leva à deurililação de GlnK, nesta forma ela 
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liga-se a AmtB, bloqueando o transporte de amônio. Assim, uma das funções de GlnK é 
bloquear o transporte de amônio via AmtB quando não é necessário. 
Assim que é captado, o amônio é utilizado na síntese de glutamina e glutamato, que 
servem como doadores de nitrogênio para as reações biossintéticas (Figura 1). A 
assimilação do amônio pode ocorrer através de duas vias principais: a glutamina 
sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT), a qual é importante em baixos níveis de 
nitrogênio, e a glutamato desidrogenase (GDH), ativa em altos níveis nitrogênio devido a 
baixa afinidade da enzima para NH4
+ (MERRICK e EDWARDS, 1995).  




+ + L-glutamato + ATP → L-glutamina + ADP +Pi 
 
L-glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH + H+ →  2 L - glutamato + NADP+ + H2O2 
 
A glutamato sintase catalisa a aminação redutiva do 2-oxoglutarato, produzindo 
glutamato, empregando glutamina como doadora de nitrogênio. A glutamina sintetase 
catalisa a reação de formação da glutamina a partir de glutamato e NH4
+. Em bactérias 
entéricas, a GS é uma enzima regulada, tanto a nível transcricional como pós-traducional. 
Produtos finais do metabolismo da glutamina, como a alanina e a glicina, são inibidores 
alostéricos de GS. Além da regulação alostérica há a inibição por adenililação, que 
aumenta ainda mais a sensibilidade da enzima aos inibidores alostéricos (MAGASANIK, 
1993). Em bactérias entéricas, a adenililação e desadenililação da GS são promovidas pela 
adenilil transferase GlnE (SHAPIRO & STADTMAN, 1968). Esta modulação permite um 
decréscimo da atividade da glutamina sintetase quando os níveis de glutamina são altos, e 
um aumento de sua atividade quando os níveis de glutamina são baixos e 2-oxoglutarato e 
ATP estão disponíveis (MERRICK e EDWARDS, 1995). Em S. mutans, o gene glnA, que 
codifica para a glutamina sintetase, faz parte do operon glnRA e os genes gltA e gltB, que 
codificam para a glutamato sintase, foram identificados imediatamente a jusante do operon 


















Modelo esquemático da assimilação de amônio pelo sistema AmtB em baixos níveis de nitrogênio 
no ambiente. O processo de assimilação de amônio segue os seguintes passos inicia-se com o 
transporte de amônio por difusão e via AmtB. Em seguida a utilização de amônio intracelular ocorre 
via glutamina sintetase (GS), glutamato sintase (GOGAT) e glutamato desidrogenase (GDH) com a 
síntese de glutamato (GLU) e glutamina (GLN). Estes aminoácidos são utilizados para síntese de 





entéricas, o gene glnE não foi identificado no genoma de S. mutans, sugerindo que GS não 
sofre modificação pós-traducional por adenilação/desadenilação neste organismo (AJDIC 
et al, 2002).  
A segunda via de assimilação de amônio envolve a enzima glutamato desidrogenase 
(GDH): 
NH4
+ + 2-oxoglutarato + NAD(P)H ↔ glutamato + NAD (P)+ 
A glutamato desidrogenase catalisa a reação reversível da aminação do 2-
oxoglutarato por amônio formando glutamato, e utilizando as coenzimas NADH ou NADPH. 
Em microrganismos, a GDH NADH-dependente parece estar envolvida em funções 
catabólicas enquanto a NADPH-dependente em funções anabólicas (BENDER et al., 
1976). 
Como as vias de assimilação de amônio envolvem a utilização de 2-oxoglutarato 
como substrato para a síntese de aminoácidos, a disponibilidade intracelular de nitrogênio 
é representada pela razão glutamina/ 2-oxoglutarato. Em condições de privação de 
nitrogênio há um acúmulo intracelular de 2-OG. Quando há disponibilidade de amônio, o 2-
oxoglutarato intracelular é convertido a glutamina, esta age como fonte de nitrogênio 
intracelular para reações biossintéticas.   
Em bactérias entéricas, o sistema global de regulação de nitrogênio (Ntr), modula a 
síntese e, em alguns casos, a atividade de proteínas responsáveis pela assimilação de 
amônio. O sistema ntr é composto por: GlnD, uma uridililtransferase/uridililase (UTase/UR), 
um sistema de dois componentes composto pela proteína quinase NtrB e a ativadora de 
transcrição NtrC, as proteínas de transdução de sinal da família PII GlnB e GlnK e a 
transportadora de amônio AmtB (BROWN et al., 1971, KAMBEROV et al., 1994, revisto em 
MERRICK & EDWARDS, 1995, JAVELLE et al., 2004, JAVELLE & MERRICK, 2005). 
1.2.2 Proteínas da família PII 
 
As proteínas do tipo PII são transdutoras de sinais de nitrogênio, carbono e energia. 
Coordenam a regulação do metabolismo de nitrogênio modulando a atividade de enzimas, 
sistemas de transporte de membrana e fatores de transcrição (ARCONDÉGUY et al., 2001, 
JIANG & NINFA, 2007).  
E. coli tem dois homólogos de proteínas PII, GlnB e GlnK, codificadas 
respectivamente pelos genes glnB e glnK. Sob condições limitantes de nitrogênio, GlnB é 




desadenililação. Em condições de excesso de nitrogênio GlnB é desuridililada e interage 
com GlnE que por sua vez adenilila GS, desativando-a. GlnB também regula a transcrição 
da GS a partir do gene glnA interagindo com a quinase/fosfatase NtrB que fosforila NtrC. 
NtrC fosforilada ativa a transcrição de genes envolvidos na assimilação de fontes 
alternativas de nitrogênio (Figura 2) (MERRICK & EDWARDS, 1995, JIANG et al., 1998, 
WEISS et al., 2002).  
GlnK, paráloga de GlnB, é co-transcrita o gene amtB que codifica para a proteína de 
membrana AmtB (THOMAS et al., 2000). Sob condições de excesso de nitrogênio GlnK 
interage com AmtB bloqueando a captação de amônio (JAVELLE & MERRICK, 2005). 
GlnK tem dois modos de percepção dos níveis de nitrogênio intracelular (NINFA & 
ATKINSON, 2000). Um modo é através de modificação pós-traducional em resposta a 
concentração celular de glutamina. Em bactérias entéricas a atividade de GlnK é regulada 
por uridililação, em actinobactérias GlnK é controlada por adenililação e em cianobactérias 
por fosforilação (NINFA & JIANG, 2005, HESKETH et al., 2002, FORCHAMMER & 
TANDEAU DE MARSAC, 1995). Outro modo, conservado em quase todas as proteínas do 
tipo PII, consiste na ligação das moléculas efetoras ATP, ADP e 2-oxoglutarato 
(FORCHHAMMER, 2008, JIANG & NINFA, 2007, NINFA & JIANG, 2005).  
Em diferentes organismos, a interação de proteínas da família PII com seus alvos é 
inibida por 2-OG. A formação do complexo GlnK-AmtB ocorre somente em baixos níveis de 
2-OG em E. coli, Rhodospirillum rubrum, Methanococcus jannaschii e B. subtilis (NINFA & 
JIANG, 2005, TEIXEIRA et al., 2008, WOLFE et al., 2007, YILDIZ et al., 2007,HEINRICH et 
al., 2006). Outras proteínas que ligam a PII foram identificadas. Em cianobactérias e 
plantas, proteínas PII interagem com a enzima N-acetil-Lglutamato quinase (NAGK), 
responsável pelo controle da biossíntese de arginina (HEINRICH et al., 2004, 
MAHESWARAN et al., 2004, BURILLO et al., 2004). Além disso, em cianobactérias, PII 
afeta a expressão gênica através de ligação ao co-ativador transcricional de NtcA 
(reguladora global do metabolismo de nitrogênio), PipX (ESPINOSA et al., 2006). Em 
plantas, a acetil-CoA carboxilase é regulada por proteínas da família PII (FERIA-
BOURRELLIER et al., 2010). Em B. subtilis, a ligação de GlnK a AmtB e TnrA foi descrita 












Quando a concentração extracelular de amônio está em cerca de 5µM ou menos, 
amônio entra na célula via AmtB e é convertido a glutamina por GS. A concentração de 
glutamina intracelular é baixa, e a uridilil transferase GlnD (UTase) uridilila GlnK e GlnB. 
NtrB fosforila NtrC, ativando a expressão dos genes regulados por NtrC. Quando a 
concentração extracelular de amônio aumenta acima de 50µM, a concentração intracelular 
de glutamina aumenta, o que favorece a deuridililação de GlnK e GlnB. GlnK liga-se a 
AmtB inibindo o transporte de amônio. GlnB interage com NtrB e esta defosforila NtrC, 
impedindo a expressão de genes dependentes de NtrC. Em altas concentrações 
extracelulares de amônio (30mM por exemplo), este é capaz de atravessar livremente a 
membrana. (Esquema adaptado de JAVELLE et al., 2004). 
 
 
Genes regulados por NtrC Genes regulados por NtrC 
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Apesar de estes alvos não apresentarem elementos estruturais comuns, em todos os 
casos a interação com PII é inibida por 2-OG. Em Azospirillum brasilense, GlnZ, homólogo 
de GlnK, liga-se a AmtB e DraG, enzima que modula a atividade da nitrogenase redutase 
por modificação covalente, de forma dependente da disponibilidade de amônio (HUERGO 
et al., 2007).  
A determinação de estruturas de proteínas PII co-cristalizadas com moléculas 
efetoras permitiu a localização dos sítios de ligação com ADP, ATP e 2-OG (FOKINA et al., 
2010, TRUAN et al., 2010). Moléculas de ADP e ATP competem pelo mesmo sítio. Na 
presença de Mg-ATP, três moléculas de 2-OG podem ligar-se ao trímero, já quando o ADP 
está ligado a afinidade por 2-OG diminui (NINFA & JIANG, 2005, JIANG & NINFA, 2009). 
Por outro lado, a proteína PII de Arabidopsis thaliana é capaz de ligar-se a 2-OG na 
presença de ADP (SMITH et al., 2003).  
Uma queda rápida nos níveis celulares de 2-OG foi descrita no primeiro minuto após 
um choque de amônio em E. coli (YUAN et al., 2009). Aparentemente, esta queda é um 
dos fatores necessários para o seqüestro de GlnK por AmtB em E. coli. Além desta 
variação na concentração de 2-OG uma modificação na razão ATP/ADP é importante para 
a modulação da ligação AmtB-GlnK (RADCHENKO et al., 2010).  
1.2.3  Assimilação de Nitrogênio em Gram Positivos 
 
Em bactérias gram-positivas a regulação do metabolismo de nitrogênio a nível 
transcricional varia entre os diferentes filos e mesmo entre famílias, enquanto enzimas 
assimilatórias (glutamina sintetase e glutamato sintase) e proteínas de transdução de sinal 
(adenililtransferase, uridililtransferase e proteínas do tipo PII) são amplamente conservadas 
(AMON et al., 2010).  
Neste grupo, o metabolismo de nitrogênio foi melhor estudado em Bacillus subtilis, 
sendo considerado modelo para estudo em bactérias gram-positivas com baixo teor de 
G+C. Neste organismo, a atividade da GS não é controlada por modificação pós-
traducional e não há evidências da existência de um sistema global para a regulação do 
nitrogênio, análogo ao sistema Ntr das enterobactérias (FISHER & SONENSHEIN, 1984; 
FISHER & SONENSHEIN, 1991; WRAY et al., 1994, WRAY & FISHER, 2005).  
A regulação a nível transcricional dos genes do metabolismo de nitrogênio depende 
da cooperação entre duas proteínas, GlnR e TnrA, pertencentes à família MerR de 
reguladores de transcrição (Figura 3) (SCHREIER et al., 1989, WRAY et al., 1996). Os 
domínios N-terminais de GlnR e TnrA são muito similares e ambas as proteínas ligam-se a 
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seqüências de DNA similares (TGTNAN7TNACA) (GUTOWSKI & SCHREIER, 1992; 
NAKANO et al ., 1995; BROWN & SONENSHEIN, 1996; WRAY et al., 1996; 1998). O 
domínio C-terminal que é transdutor de sinal de nitrogênio é variável. 
De acordo com os dados de seqüenciamento genômico, ortólogos de TnrA estão 
presentes em todos os membros da a família Bacillaceae, com exceção de B. cereus, B. 
anthracis e B. thuringiensis. Por outro lado, a regulação do metabolismo de nitrogênio em 
outros membros da classe Bacilli como Staphylococcaceae, Listeriae e Lactobacillales é 
exclusivamente dependente de homólogos de GlnR (DOROSHCHUK et al., 2006, 
SCHREIER et al., 2000, VARMANEN et al., 2000, KLOOSTERMAN et al., 2006, LARSEN 
et al., 2006, HENDRIKSEN et al., 2008) 
TnrA é uma proteína reguladora global do metabolismo de nitrogênio em B. subtilis, 
ativando a transcrição dos genes amtB (inicialmente denominado nrgA), glnK (inicialmente 
denominado nrgB), ureABC (urease) e dos operons nasBC e nasDEF  (nitrato e nitrito 
redutase), em resposta a limitação de nitrogênio. TnrA também regula positivamente sua 
própria síntese. Além disso, TnrA regula negativamente a expressão de genes que 
codificam para enzimas envolvidas na assimilação de amônio, glutamina  sintetase (operon 
glnRA) e glutamato sintase (gltAB) em limitação de nitrogênio (WRAY et al .,1996, 1998, 
BRANDENBURG et al., 2002, NAKANO et al., 1998, BELITSKY et al., 2000).  
GlnR é repressora de transcrição e está ativa durante crescimento em excesso de 
nitrogênio. Nestas condições inibe a transcrição dos operons glnRA, tnrA e ureABC 
(WRAY et al ., 1997).  Assim, GlnR e TnrA além de regularem sua própria síntese, fazem 
regulação cruzada entre si.   
Em B. subtilis glnA é co-transcrito com glnR a partir do promotor do operon glnRA. 
Este operon é transcrito a partir de um promotor vegetativo dependente de σA (SCHREIER 
et al., 1989). A atividade de GS é inibida por glutamina que se liga à ela em altas 
concentrações de amônio (SCHREIER et al., 1989, WRAY et al, 1994, WRAY & FISHER, 
2005). A glutamina sintetase inibida por “feed back” (FBI-GS) regula a atividade das 
reguladoras transcricionais, estabilizando o complexo GlnR-DNA e bloqueando a ligação 
de TnrA ao DNA (FISHER & WRAY, 2009,  WRAY & FISHER, 2008). A regulação por FBI-
GS leva a um aumento na atividade de GlnR sob altos níveis de nitrogênio e a uma 
atividade máxima de TnrA em baixos níveis de nitrogênio (ATKINSON & FISHER, 1991, 
WRAY, et al., 1996; FISHER & DÉBARBOUILLÉ, 2002). 
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Modelo de regulação do metabolismo de nitrogênio em B. subtilis. As setas coloridas 
indicam o tamanho relativo e a organização dos genes no cromossomo. Setas pontilhadas 
ilustram as interações regulatórias dos respectivos reguladores do metabolismo de 
nitrogênio (laranja) inclusive sua função na ativação (+) ou repressão (-) dos genes-alvo. 
Linhas em cinza com círculos indicam interações pós-traducionais (Esquema adaptado de 
AMON et al., 2010). 
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A enzima GOGAT de B. subtilis é codificada pelo operon gltAB que tem sua 
expressão regulada pelos níveis celulares de nitrogênio e carbono (FISHER & 
DÉBARBOUILLÉ, 2002). Na ausência de amônio, a expressão do operon gltAB é reprimida 
por TnrA. Quando os níveis de nitrogênio são favoráveis ao crescimento, TnrA é inativada 
por FBI-GS, o que permite a transcrição a partir do promotor do operon gltAB (FISHER & 
WRAY, 2009). A transcrição de gltAB é estimulada por glucose e requer CcpA, um membro 
da família LacI e um regulador global do metabolismo de carbono em muitas bactérias 
gram-positivas (FAIRES et al., 1999, BELITSKY et al., 2004). Além disso, a proteína GltC 
também regula a transcrição de gltAB. GltC têm sua atividade determinada pela interação 
a dois ligantes. Ligada a 2-oxoglutarato GltC ativa a transcrição do operon gltAB e após a 
interação com glutamato, GltC reprime a transcrição a partir do promotor deste operon 
(BOHANNON & SONENSHEIN, 1989, PICOSSI et al., 2007).  
A interação entre GlnK e fatores de transcrição foi descrita em microrganismos gram-
positivos. Em B. subtilis, TnrA interage com GlnK somente em sua forma ligada a AmtB. 
GlnK não é modificada covalentemente e a ligação de 2-oxoglutarato e ATP solubiliza o 
complexo. Entretanto o significado fisiológico desta interação permanece desconhecido 
(HEINRICH et al., 2006). No microrganismo Corynebacterium glutamicum GlnK adenililada 
interagem com AmtR, um repressor de transcrição, levando à desrepressão de genes 
envolvidos no metabolismo de nitrogênio (BECKERS et al., 2005).  
Em cianobactérias, GlnK afeta a expressão de genes de acordo com os níveis de 2-
oxoglutarato, através da ligação de NtcA e PipX. NtcA é um ativador global de transcrição 
e PipX liga-se a NtcA na presença de 2-oxoglutarato (limitação de nitrogênio) aumentando 
sua atividade. Em baixos níveis de 2-oxoglutarato (excesso de nitrogênio) GlnK interage 
com PipX impedindo a ativação de NtcA (ESPINOSA et al., 2006, 2007). 
1.2.3 Assimilação e Metabolismo de Nitrogênio em S. mutans  
S. mutans é capaz de crescer anaerobicamente em ausência de aminoácidos, 
usando amônio como única fonte de nitrogênio (MARTIN & WITTENBERGER, 1980). 
Neste organismo, a assimilação da amônio também ocorre via glutamato desidrogenase 
(GDH) ou via GS/glutamato sintase (GS/GOGAT) (GRIFFITH & CARLSSON, 1974, 
MARTIN & WITTENBERGER, 1980). O sistema Ntr não foi identificado neste 
microrganismo como acontece em gram-negativos. 
Um sistema de transporte de glutamina, específico e ATP-dependente, foi 
caracterizado em S. mutans (DASHPER et al., 1993). E a partir da análise de dados de 
seqüenciamento do genoma de S. mutans, foram identificados cinco prováveis 
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transportadores do tipo ABC para glutamina, enfatizando a sua importância como principal 
fonte de nitrogênio e substrato para a biossíntese de outros aminoácidos neste 
microrganismo (AJDÍC et al., 2002).  
O glutamato e o aspartato são assimilados através de um sistema de transporte 
primário dependente de ATP em pH de 5,5 a 8,0. A presença de potássio é indispensável 
para o transporte de glutamato em S. mutans (NOJI et al., 1988).  
A biossíntese do glutamato em S. mutans pode ser essencial para sua 
sobrevivência nas condições existentes na placa dental (CVITKOVITCH et al, 1997). Nas 
camadas mais profundas da placa dental, onde os aminoácidos livres são limitantes, a 
biossíntese do glutamato ocorre em condições anaeróbicas. Nestas camadas, compostos 
nitrogenados simples como amônia, produzida pela hidrólise da uréia salivar por outros 
microrganismos, são, possivelmente, a única fonte de nitrogênio disponível para S.mutans 
(CVITKOVITCH et al, 1997). 
Em S. mutans, a função de GlnR foi estudada na resposta de tolerância a ácidos. A 
provável seqüencia consenso reconhecida por GlnR foi identificada como 
ATGTNAN7TNACAT, quase a mesma seqüência encontrada em B. subtilis 
(BRANDENBURG et al., 2002). Análises de microarranjo de RNA permitiram a 
identificação de genes reprimidos após choque ácido. Entre estes genes, quatro operons 
possuíam consenso para GlnR na região promotora: glnRA que codifica para GlnR e 
glutamina sintetase, nrgAB que codifica para AmtB e GlnK, glnQHMP que codifica para um 
provável transportador de aminoácidos, citBZC que codifica para a aconitase A, citrato 
sintase e isocitrato desidrogenase respectivamente. Através de experimentos de RT-PCR 
utilizando RNA purificado de uma estirpe mutante glnR-, foi confirmado o papel de GlnR na 
repressão da transcrição destes operons. Além disso, a expressão de glnA e outros genes 
foi significativamente aumentada no mutante glnR- em pH neutro, sugerindo que a 
atividade de GlnR é modulada pela disponibilidade de nutrientes nestas condições (CHEN 
et al., 2010).   
A regulação do metabolismo de nitrogênio em resposta à disponibilidade deste 
nutriente em S. mutans permanece desconhecida. A análise dos dados de 
seqüenciamento de S. mutans permitiram a identificação dos genes glnR, nrgBA e tnrA 
que codificam para as proteínas regulatórias GlnR, GlnK, AmtB e TnrA respectivamente. 
Notavelmente, o metabolismo de nitrogênio está envolvido nos mecanismos de virulência 
em diversos microrganismos incluindo Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, 
Candida albicans, Lactococcus lactis, Pseudomonas aeruginosa (KLOOSTERMAN et al., 
2006, POLISSI et al., 1998, POHL et al., 2009, LIAO et al., 2008, SANDERS et al., 1998, 
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VAN ALST et al., 2007). Assim, o estudo das proteínas identificadas poderá contribuir para 
o entendimento da patogenicidade deste organismo.  
 
1.3 Organização estrutural das proteínas GlnR 
 As proteínas GlnR podem pertencer à diferentes famílias fatores de transcrição. Em 
Streptomyces coelicolor esta proteína pertence à família OmpR que apresenta o domínio 
de ligação ao DNA hélice-volta-hélice na porção C-terminal (KENNEY, 2002). As proteínas 
GlnR de S. mutans e B. subtilis pertencem a família MerR, um grupo de reguladores 
transcricionais com motivo hélice-volta-hélice de ligação ao DNA na porção N-terminal.  
 
1.3.1 Família MerR 
  
 A família MerR de reguladores transcricionais é composta por proteínas diméricas 
com um domínio N-terminal que possui um motivo hélice-volta-hélice, seguido por uma 
região de ligação formada por hélices anti-paralelas e um domínio C-terminal responsável 
pela ligação a efetores. As proteínas da família MerR apresentam divisão muito clara entre 
a região N-terminal de ligação ao DNA e a região C-terminal responsável pela ligação de 
um indutor (Figura 4). Os membros apresentam alta similaridade de seqüencia entre os 
primeiros 100 aminoácidos, inclusive o motivo hélice-volta-hélice. A seqüência da região  
C-terminal varia de acordo com seus ligantes específicos (revisto por BROWN et al., 2003).  
A maioria dos membros é de ativadores de transcrição agindo sobre promotores 
dependentes de σ70 com atividade sub-ótima, nos quais a região espaçadora entre os 
elementos -10 e -35 reconhecidos pelo fator σ é maior do que 17±1pb.  Estas proteínas 
respondem à ligação de indutores distorcendo a fita de DNA para permitir a formação do 
complexo aberto da RNA polimerase e a ativação transcricional. Estes reguladores, em 
geral, respondem a estímulos ambientais, como estresse oxidativo, metais pesados ou 
antibióticos (O’HALLORAN & WALSH, 1986, ZENG et al., 1998, revisto por BROWN et al., 
2003). 
A primeira estrutura publicada de uma proteína da família MerR foi a da proteína 
BmrR de B. subtilis ligada a um fragmento de DNA dupla fita de 22 bp, resolvida com 3 Å 
de resolução (Figura 4) (HELDWEIN & BRENAN, 2001). BmrR é uma ativadora de 
transcrição que promove a expressão do gene bmr, que codifica para um transportador de 
membrana, em resposta à entrada de compostos catiônicos lipofílicos (drogas) na célula. 
Assim, BmrR ativa a resposta celular à exposição a estes compostos tóxicos (AHMED et 
al., 1994, VAZQUEZ-LASLOP et al., 1999). O monômero de BmrR apresenta três regiões: 
(1) o domínio N- terminal de ligação ao DNA (resíduos de 1 a 75); (2) uma seqüência de 
ligação  (linker) conectando os domínios N- e C- terminal (resíduos 76 a 119) e (3) o 
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domínio C-terminal responsável pela ligação à drogas (resíduos 120 a 278). O domínio de 
ligação ao DNA contém quatro α-hélices e três folhas β anti-paralelas (β1, α1, α2, β2, β3, 
α3 e α4). As hélices de reconhecimento (resíduos 19-28) contatam dois sulcos principais 
consecutivos e o eixo da hélice é quase perpendicular ao eixo da hélice de DNA. Resíduos 
presentes na hélice α2 são responsáveis pela maior parte do contato com DNA 
(HELDWEIN & BRENNAN, 2001). 
 
 
1.3.2 Promotores reconhecidos por GlnR 
 
Promotores reconhecidos pela proteína GlnR foram caracterizados em outros 
microrganismos gram-positivos. Em B. subtilis, região promotora do operon glnRA 
apresenta duas seqüências reconhecidas por GlnR e a região promotora do operon 
amtBglnK apresenta apenas uma seqüência reconhecida por GlnR (WRAY et al., 1998, 
1994) (Figura 5). Nestes promotores, a seqüência reconhecida pela RNA polimerase é 
similar à da maioria dos promotores de genes expressos durante crescimento vegetativo 
em E. coli , -10 (TATAAT) -35 (TTGACA). A subunidade σA da RNA polimerase de B. 
subtilis reconhece fracamente essas seqüências mesmo que tenham alta identidade às 
seqüências canônicas de E. coli (YAMADA  et al., 1991). Em microrganismos gram-
positivos, é provável que a transcrição a partir desses promotores ocorra com a ajuda de 
proteínas ativadoras. Em B. subtilis a transcrição a partir do promotor do operon glnRA é 
ativada pela proteína TnrA. 
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Região N-terminal do monômero de BmrR mostrando o motivo hélice-volta-hélice e a 

































As prováveis regiões reconhecidas por σA -35 e (“extended”) -10 estão destacadas em 
amarelo. Os sítios de ligação para GlnR estão representados em retângulos. Os números 
indicam a posição em relação ao códon de início de tradução (LARSEN et al., 2006, 
KLOOSTERMAN et al., 2006, WRAY et al., 1994, ZALIECKAS et al., 2006).  
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Em S. pneumoniae, o promotor de glnPQ apresenta uma seqüência reconhecida por 
GlnR (KLOOSTERMAN et al., 2006). A seqüência reconhecida por σA é do tipo “extended -
10”. Nos promotores de genes que apresentam esta seqüência a região -10 é o sinal 
suficiente para o início de transcrição não havendo necessidade da região -35 
(PONNAMBALAM et al., 1986, KEILTY & ROSENBERG, 1987, KUMAR et al., 1993). A 
transcrição a partir desses promotores depende de duas seqüências, a região -10 
(TATAAT) e da seqüência de nucleotídeos 5´-TRTG-3´ localizada na posição -12/-15, 
chamadas em conjunto de motivo “extended -10”. Este motivo é freqüentemente 
encontrado em promotores de B. subtilis reconhecidos por σA (VOSKUIL & CHAMBLISS, 
2002, HELMANN, 1995, CAMACHO & SALAS, 1999). O promotor de glnRA apresenta 
apenas um sítio reconhecido por GlnR e seqüências canônicas reconhecidas por σA 
(KLOOSTERMAN et al., 2006).  
Em Lactococcus lactis, o promotor do operon amtBglnK apresenta dois sítios de 
ligação para GlnR e sítios do tipo “extended -10” e -35 para RNA polimerase. E o promotor 
do operon glnRA apresenta apenas um sítio de ligação para GlnR e seqüências canônicas 
-10 -35 para RNA polimerase (LARSEN et al., 2006). 
A interação da proteína GlnR de S. mutans com outras proteínas ou com promotores 
de genes envolvidos na regulação do metabolismo de nitrogênio ainda não foi 
caracterizada. Estes estudos podem contribuir para o entendimento das vias regulatórias 








O objetivo geral deste trabalho é o de estudar o papel das proteínas GlnR e GlnK 
na regulação transcricional dos operons glnRA e amtBglnK de S. mutans. Para isso os 
objetivos específicos são:  
1. Clonar do gene glnR nos vetores de expressão pET28a+ e pET29a+; 
2. Determinar as condições de indução e solubilidade das proteínas GlnR e GlnR-His; 
3. Purificar as proteínas GlnR e GlnR-His; 
4. Analisar a ligação de GlnR ao DNA; 
5. Analisar a interação entre as proteínas GlnR e GlnK; 
6. Avaliar a atividade de GlnR ligada a GlnK; 




3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Análises estruturais dos domínios da proteína GlnR de S. mutans 
 Os cálculos de massa molecular e pI teórico da proteína GlnR de S. mutans foram 
feitos utilizando o programa ProtParam (GASTEIGER et al., 2005). A análise de estrutura 
secundária foi realizada através do programa PSIPRED (BRYSON et al., 2005). A busca 
de domínios funcionais da proteína GlnR foi feita utilizando o programa SMART (SCHULTZ  
et al., 1998). O programa 3DJigsaw foi utilizado para obtenção de modelos estruturais para 
os domínios da proteína GlnR de S. mutans (BATES et al., 2001).  O alinhamento 
estrutural do modelo de GlnR com outras proteínas estruturalmente semelhantes foi 
realizado utilizando o programa VAST (GIBRAT et al., 1996). As figuras do modelo 
estrutural de GlnR de S. mutans foram realizadas pelo programa Rasmol (SAYLE & 
MILNER-WHITE, 1995). O programa CLUSTAL W foi utilizado para alinhar seqüências de 
aminoácidos (THOMPSON et al, 1994).   
 
3.2 Estirpes e Plasmídeos 
 
As estirpes de bactérias e plasmídeos utilizados neste trabalho estão listados na 
tabela 1. 
 
3.3  Meios de Cultura e Condições de Cultivo 
O cultivo de Escherichia coli foi feito em meio Luria Broth (LB) ou LA em agitador ou 
estufa a 30 ou 370 C (SAMBROOK et al.,1989). O meio LB apresenta a seguinte 
composição:  
Componentes Gramas/litro 






Tabela 1 – Estirpes e plasmídeos 
  
Bactéria Estirpe Fenótipo/Genótipo Referência 
Streptococcus 
mutans UA159 (selvagem) 









∆lacX74 deoR recA1 
endA1 araD139 ∆(ara, 














BL21 Codon Plus F– ompT hsdS(rB– mB–) 
dcm+ Tetr gal λ(DE3) 
endA Hte [argU proL ] 




BL21 pLysS F–, ompT, hsdSB (rB
–, 
mB
–), dcm, gal, λ(DE3), 
pLysS, Cmr. 
Promega 
Plasmídeos Fenótipo/Genótipo   
pET28b Novagen 
pET29b Novagen 
GlnRpET28 Este trabalho 
GlnRpET29 
KmR, vetor de expressão, pT7 
KmR, vetor de expressão, pT7 
KmR, glnR de S. mutans com cauda His em pET28b  





O meio LA foi obtido após adição de 15 g/L de Agar ao meio LB. 
Os antibióticos foram usados nas seguintes concentrações: ampicilina (250µg/mL), 
estreptomicina (80 µg/mL), canamicina (50 µg/mL), eritromicina (10µg/mL) e tetraciclina (10 
µg/mL). As soluções estoque foram preparadas como descrito por Sambrook et al. (1989) 
e mantidas sob refrigeração a 4°C. 
 
As culturas de E.coli foram mantidas em glicerol 50% e estocadas à -200 C ou -700 C. 
O cultivo de S. mutans foi feito em meio Todd-Hewitt a 37°C em anaerobiose 








Fosfato de sódio 0,4 
Carbonato de sódio 2,5 
As culturas de S. mutans  foram mantidas em glicerol 50% e estocadas à -200 C. 
 
3.4 Manipulação de DNA 
 
As reações de restrição e ligação de DNA, e as técnicas de purificação de DNA 
foram realizadas conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989). 
 




A concentração de DNA foi determinada por espectofotometria medindo absorção a 
260nm e 280nm em espectrofotômetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Uma 
densidade óptica igual a 1 corresponde a uma concentração de 50µg/mL para DNA dupla 
fita. O cálculo da razão entre as medidas a 260nm e 280nm permite estimar a pureza dos 
ácidos nucléicos. Uma preparação pura de DNA apresenta razão 260/280nm de 1,8, 
valores menores podem indicar contaminação por proteínas e fenol (SAMBROOK et al., 
1989).  
 
3.6 Transfomação gênica 
 
A transformação por eletroporação de estirpes de E. coli foi realizada como descrito 




3.7.1 Reação de Seqüenciamento de DNA 
 
A reação de seqüenciamento é baseada no processo de incorporação de 
dideoxinucleotídeos marcados com fluoróforos. Para esta reação foram utilizados DNA 
purificado, iniciador apropriado e mistura para seqüenciamento Big Dye (Applied 
Biosystems). A reação foi feita utilizando um termociclador Mastercycler Gradient 
(Eppendorf). Os parâmetros utilizados foram: um período de desnaturação a 95°C por 2 
minutos e 30 ciclos de 60°C por 30 segundos para o anelamento dos primers e 72°C por 2 
minutos para extensão do produto de PCR. 
 
3.7.2 Tratamento da Amostra Após Reação de Seqüenciamento 
 
Os produtos das reações de seqüenciamento foram purificados com acetato de 
amônio 7,5M e etanol 96% na seguinte proporção (20µL de reação de seqüenciamento, 
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26µL de acetato de amônio e 133µL de etanol), a mistura foi mantida a temperatura 
ambiente por 10 minutos, sendo centrifugada a 13.000 g por 20 minutos. O DNA 
precipitado foi lavado duas vezes com etanol 80%, seco à vácuo, ressuspenso em 
Formamide Loading Dye (Amersham Biosiences) e submetido à eletroforese em 
Seqüenciador Automático de DNA ABI-PRISM 377 (Applied Biosystems). 
 
3.7.3 Edição e Análise das Sequências 
 
As seqüências de nucleotídeos foram analisadas pelo programa BlastX 
(ALTSCHUL et al., 1997).  
 
3.8 Clonagem do gene glnR nos vetores de expressão pET28a+ e pET29a+. 
 
O gene glnR foi amplificado por PCR (reação em cadeia da polimerase) utilizando 
como molde o DNA genômico de S. mutans UA159 (cedido por Cvitkovitch, Universidade 
de Toronto, Canadá). Os oligonucleotídeos iniciadores usados foram N-GlnR 
(5´GAAAGGAGGAAACATATGAAAG 3´) e C-GlnR (5´AAAAATTAAGGATCCACGTTACG 
3´) complementares à região N-terminal e C-terminal de GlnR. Além disso, os iniciadores 
contém os sítios NdeI e BamHI, respectivamente. O produto de PCR foi clonado nos 
vetores pET28b+ e pET29a+ digeridos com as enzimas NdeI e BamHI gerando os 
plasmídeos GlnRpET28 e GlnRpET29. O plasmídeo GlnRpET28 expressa a proteína 
GlnR-His fusionada a uma cauda de poli histidinas que será utilizada para a purificação por 
cromatografia de afinidade e o plasmídeo GlnRpET29 codifica para a proteína GlnR 
intacta. Os plasmídeos construídos foram seqüenciados com oligonucleotídeos iniciadores 
específicos para os vetores pET para verificar a integridade dos genes clonados.  
 
3.9 Otimização das condições de indução e solubilização das proteínas GlnR e GlnR-His. 
 
Os plasmídeos GlnRpET28 e GlnRpET29 contendo o gene glnR de S. mutans 
foram introduzidos por eletroporação nas estirpes de E. coli BL21AI, BL21CodonPlus e 
BL21pLysS para induzir a expressão de GlnR e GlnR-His, respectivamente. Colônias de 
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transformantes foram inoculadas em meio LB suplementado com canamicina e a indução 
da síntese das proteínas foi realizada pela adição de diferentes concentrações de 
arabinose (0,1%, 0,2% e 0,3%) para a estirpe BL21AI e 0,1mM de IPTG para as duas 
outras estirpes. As induções foram iniciadas em culturas cuja densidade ótica (600nm) era 
de 0,4.  
Para otimização das condições de expressão aproximadamente 10mL das culturas 
de E. coli  em meio LB foram induzidas a 30°C e 37°C e alíquotas de 1mL foram coletadas 
em intervalos de 1 hora. As alíquotas foram centrifugadas a 5600 g por 5 minutos a 4ºC e 
ressuspensas em 1 mL de tampão de sonicação (50mM Tris HCl pH8,0, 50mM NaCl, 
0,1mM EDTA e 10% de glicerol). Após isso, a eficiência da indução foi verificada em gel  
de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). Em seguida, as amostras 
foram tratadas com lisozima (100µg/mL) por 30 minutos e as células foram lisadas em 5 
ciclos de sonicação de 45 segundos, ou até a amostra tornar-se translúcida. Após a lise, foi 
acrescentado coquetel de inibidores de proteases (10µL/mL, SIGMA) e o extrato foi 
centrifugado a 18000 g durante 30 min a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em tampão de 
sonicação no mesmo volume do sobrenadante. Volumes iguais das frações solúvel 
(sobrenadante) e insolúvel (precipitado) foram aplicados em gel de poliacrilamida 
desnaturante (SDS-PAGE) a 12% para verificar a solubilidade das proteínas GlnR  e GlnR-
His expressas.  
 
3.10 Otimização das condições de purificação da proteína GlnR 
 
Células de um litro de cultura de E. coli BL21AI em meio LB foram induzidas a 30°C 
por 3 horas  com 0,2% de arabinose foram coletadas por centrifugação a 5600 g por 5 
minutos a 4ºC e ressuspensas em 100 mL de tampão de sonicação (50mM Tris HCl, 
200mM NaCl, 0,1mM EDTA, 1µg/mL PMSF e 10% de glicerol). Em seguida, a amostra foi 
tratada com lisozima (100µg/mL) por 30 minutos e as células foram lisadas em 5 ciclos de 
sonicação de 45 segundos, ou até a amostra tornar-se translúcida. Após a lise, o extrato foi 
centrifugado a 18000 g durante 30 min a 4°C.  
O sobrenadante foi utilizado para a purificação da proteína GlnR. Inicialmente, esta 
fração foi aplicada em uma coluna de troca iônica Q-Sepharose HiTrap-Q (5mL – GE 
Healthcare) conectada a um sistema FPLC (Pharmacia). A amostra foi injetada na coluna 
com um fluxo de 1mL/min. A coluna foi lavada com tampão A (200mM NaCl, 50mM Tris 
HCl pH 8.0, 0,1mM EDTA, 5% glicerol) até a estabilização da linha de base referente à 
26 
 
absorbância a 280nm. Em seguida, as proteínas adsorvidas à matriz da coluna foram 
eluídas com um gradiente crescente de concentração de NaCl (200mM a 1M) utilizando 
tampão B (1M NaCl, 50mM Tris HCl pH 8.0, 0,1mM EDTA, 5% glicerol). As amostras 
eluídas da coluna foram analisadas por eletroforese em gel de acrilamida desnaturante 
(SDS-PAGE) a 12%.  
As frações eluídas contendo GlnR foram agrupadas e diluídas em tampão de 
diluição (50mM Tris HCl pH 8,0, 5% glicerol) em volume necessário para a concentração 
de NaCl chegar a 200mM. Em seguida, a amostra foi aplicada em coluna Hitrap Heparine 
(5mL – GE Healthcare) pré-equilibrada com tampão A (200mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 
8,0, 5% glicerol) conectada ao sistema de FPLC. A amostra foi injetada na coluna ao fluxo 
de 1mL/min. Em seguida, a coluna foi lavada com tampão A até a estabilização da linha de 
base.  As proteínas foram eluídas com um gradiente de 200mM a 2M de NaCl e fluxo de 
1mL/min. As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de acrilamida 
desnaturante (SDS-PAGE) a 12%. 
Após este passo as frações contendo GlnR purificada foram agrupadas e dialisadas 
seqüencialmente com três tampões de diálise com concentrações decrescentes de NaCl. 
O primeiro tampão continha 500 mM de NaCl, 50mM Tris-HCl pH8,0 e 50% de glicerol. O 
segundo e o terceiro apresentavam a mesma constituição do primeiro exceto a 
concentração de NaCl de 300mM e 200mM, respectivamente. 
 
3.11 Purificação da proteína GlnR-His 
 
Células de 500mL de cultura de E. coli BL21AI em meio LB induzida a 30°C 
durante 3 horas com 0,2% de arabinose foram coletadas por centrifugação a 5600 g por 5 
minutos a 4ºC e ressuspensas em 10 mL de tampão de sonicação (50mM Tris-HCl pH8,0, 
200mM NaCl, 0,1mM EDTA e 10% de glicerol). Esta amostra foi tratada com lisozima 
(100µg/mL) por 30 minutos e as células foram lisadas em 5 ciclos de sonicação de 45 
segundos, ou até a amostra tornar-se translúcida. Ao extrato foi adicionado PMSF 1µg/mL, 
e centrifugado a 18000 g durante 30 min a 4°C.  
A fração solúvel foi aplicada em uma coluna HiTrap Chelating (1mL – GE 
Healthcare), ligada ao sistema FPLC, previamente equilibrada com uma solução de 
100mM de NiCl2 e lavada com tampão A (200mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 8,0, 5% 
glicerol). O sistema foi operado com um fluxo de 1 mL/min e a proteína GlnR-His foi eluída 
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em um gradiente de 0 a 1M de imidazol utilizando tampão B (200mM NaCl, 50mM Tris-HCl 
pH 8,0,  1M de imidazol, 5% glicerol). Foram coletadas frações de eluição de 1mL. As 
frações contendo a proteína purificada foram agrupadas e dialisadas contra o tampão de 
diálise (200mM de NaCl, 50mM Tris-HCl pH8,0 e 50% de glicerol).  
Após as purificações as proteínas GlnR e GlnR-His formavam agregados insolúveis 
em concentrações maiores ou iguais a 1mM.  Verificou-se que a indução a 16°C por 16 
horas aumentava a estabilidade destas proteínas após a purificação e diálise. Este método 
de expressão foi adotado para as purificações seguintes. 
 
3.12 Determinação da Concentração de Proteínas 
 
A concentração de proteína foi determinada pelo método de BRADFORD (1976) 
usando soro albumina bovina como padrão. 
 
3.13 Eletroforese de Proteínas 
 
As eletroforeses desnaturantes SDS-PAGE e Tricina-SDS-PAGE foram realizadas 
conforme LAEMMLI (1970) e SCHÄGGER (2006), respectivamente. As eletroforeses em 
condições nativas foram realizadas em géis de 6,5% de poliacrilamida 
(acrilamida:bisacrilamida 49:1) e corridas em tampão TG50 pH 8,5 (Tris 50mM e  glicina 
50mM).  
 
3.14 Análise da capacidade de ligação ao DNA da proteína GlnR in vitro 
 
3.14.1 Amplificação das regiões promotoras dos operons glnRA e amtBglnK 
 
As regiões promotoras dos operons glnRA e amtBglnK foram amplificadas por PCR a 
partir de DNA genômico de S. mutans utilizando os oligonucleotídeos pGlnRrev (5´ 
CCGCCATTGATCGTCGAAGC 3´) e pGlnRfor (5´ GGCCATGAGTAATAAGACGGG 3´) ou 
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pAmtBcons1 (5´ AGCTAAGCTTTAGAGCCCTAG 3´) e pAmtBcons2 (5´ 
GATAATAAATCGTATAGATCC 3´),  respectivamente. Os ciclos de amplificação utilizados 
foram 95°C por 1 minuto, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 
72°C por um minuto e 1 ciclo de 72°C por 15 minutos. O produto de PCR contendo o 
promotor do operon glnRA tem 311 pbs e o fragmento contendo o promotor do operon 
amtBglnK tem 174 pbs. 
 
3.14.2 Marcação radioativa do produto de PCR 
 
Os fragmentos de DNA utilizados nos experimentos de retardamento de migração de 
banda de DNA em gel foram purificados usando o kit de purificação de produtos de PCR 
QIAquick (Qiagen). Em seguida, foram marcados radioativamente na extremidade 5´ 
utilizando [γ-32P]ATP (10Ci/mmol, 2mCi/mL 250µCi, Perkin-Elmer) e T4 polinucleotídeo 
quinase (Fermentas). O DNA (1µM) foi marcado em reações de 10µL contendo tampão A 
(50mM Tris-HCl pH 7,6, 10mM de MgCl2, 5mM de DTT e 0,1mM de espermidina), 1U de 
polinucleotídeo quinase, e 3µL de [γ-32P]ATP. A reação foi incubada durante 30 min a 37°C 
e 10 min a 72°C. 
 
3.14.3 Ensaio de retardamento de migração de banda de DNA em gel 
 
A ligação da proteína GlnR e GlnR-His ao DNA foi avaliada através de ensaios de 
retardamento de migração de banda de DNA em gel. Nestes experimentos, diferentes 
concentrações desta proteína foram incubadas com fragmentos de DNA contendo a 
provável seqüência reconhecida pela proteína GlnR dos promotores amtBglnK e glnRA.  
Nestes experimentos concentrações variáveis de DNA e proteína GlnR foram 
adicionadas ao tampão de ligação (10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 8% 
glicerol, 0.05% N-octil glucosídeo, 50 µM/mL poli IC e 100 µg/ml BSA). Após a incubação 
em tampão de reação a 30°C por 20 minutos, as amostras foram aplicadas em géis nativos 
de poliacrilamida a 6,5%. As corridas foram realizadas a 4°C. A intensidade das bandas foi 
determinada utilizando um aparelho Storm (Molecular Dynamics). 
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Concentrações variáveis de 2-oxoglutarato, ADP e ATP foram adicionadas ao 
tampão de ligação quando indicado. Em ensaios com a proteína GlnK e efetores, esta foi 
incubada na presença dos efetores por 5 minutos antes da adição de GlnR. Apenas 
quando indicado, os fragmentos de DNA foram adicionados às misturas de ligação após a 
incubação das proteínas e efetores por 5 minutos. 
Nos ensaios de competição foram utilizados fragmentos de DNA marcados 
radioativamente contendo os promotores dos operons glnKamtB e glnRA de S. mutans  em 
concentração fixa de 1,44nM. Foram adicionados à reação de ligação produtos de PCR 
contendo os mesmos promotores nas concentrações de 1,44nM, 14,4nM e 144nM.  Em 
alguns experimentos foram utilizadas concentrações variáveis da proteína GlnK de S. 
mutans, 2,5mM de ADP e ATP e 5mM de 2-oxoglutarato. 
A proteína GlnK de S. mutans foi gentilmente cedida por Portugal (2006). 
Nos experimentos em que os géis foram corados com Sybr Green, foi utilizado 
apenas DNA não marcado e não foi adicionado poli (IC) às reações. O Sybr Green é um 
reagente que se liga com alta afinidade ao DNA dupla fita. Com transiluminação de 300nm 
podem ser detectados 60pg de DNA.  
 
3.15 Experimento de co-precipitação de GlnR e GlnK-His 
 
A formação de complexos entre GlnR e GlnK-His in vitro foi estudada utilizando 
ensaios de co-precipitação ou “pull-down”. Nestes ensaios as proteínas GlnR e GlnK-His 
foram incubadas em tampão A (10mM Tris-HCl pH 8,0, 5mM MgCl2, 8% de glicerol, 0,05% 
de N-octil glucosídeo, e 80mM de imidazol) na presença ou ausência de DNA (25nM) e 
prováveis efetores de GlnK (ADP, ATP e 2-oxoglutarato) a temperatura ambiente. O 
imidazol foi utilizado no tampão A para evitar interações inespecíficas entre as proteínas 
testadas e a resina. Para 50µL de resina Ni+2-chelating Sepharose (GE Healthcare) 
equilibrada com tampão A, foram adicionados 15µg de GlnK-His. Após 5 minutos foram 
adicionados 7,5µg de GlnR. As misturas de reação foram incubadas 15 minutos e, em 
seguida, centrifugadas por 1 minuto para coletar a resina ligada às proteínas. A resina foi 
então lavada três vezes com 200µL de tampão A contendo ou não DNA e efetores. As 
proteínas foram eluídas com tampão B (10mM Tris pH 8,0, 5mM MgCl2, 8% de glicerol, 
0,05% de N-octil glucosídeo e 1M de imidazol). Em experimentos controle, somente GlnK-
His ou GlnR foram adicionadas à resina em tampão A. As amostras foram analisadas em 
géis Tricina SDS-PAGE a 10% corados com Coomassie Blue coloidal (KANG et al., 2002). 
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4.1 Análise estrutural da proteína GlnR de S. mutans. 
 
A proteína GlnR de S. mutans é composta por 123 resíduos de aminoácidos e 
apresenta massa molecular de 14.308,4 Da. Seu pI teórico é de 9,64. A predição de 
estrutura secundária resultou na identificação de uma alta incidência de alfa-hélices 
(58,54% dos resíduos) (Figura 6).  Através do alinhamento da seqüência de aminoácidos 
da proteína GlnR de S. mutans com a seqüência da proteína GlnR de outros 
microrganismos observa-se que a proteína tem a seqüência altamente conservada na 
região N-terminal, sendo a região C-terminal mais variável (Figura 7).  
A busca por domínios funcionais resultou no alinhamento da região N-terminal de 
GlnR, do resíduo 13 ao 81, com um motivo hélice-volta-hélice (HTH) de ligação ao DNA. 
Este domínio também foi identificado no modelo estrutural teórico de GlnR, o qual 
apresenta alta similaridade estrutural com a região N-terminal da proteína MerR de 
Streptomyces lividans (arquivo PDB: 2VZ4) (Figuras: 8 e 9). Nenhum domínio funcional foi 
identificado na região C-terminal de GlnR. Entretanto, esta região apresenta homologia 
estrutural com modelos de duas proteínas recentemente depositados no banco de dados 
de estruturas de proteínas – RCSB: um provável regulador transcricional de Listeria 
monocytogenes (arquivo PDB: 3GP4) e um ativador transcricional da família MerR de 
Bacillus thuringiensis (arquivo PDB: 3GPV). 
O alinhamento das seqüências de aminoácidos das proteínas GlnR de S. mutans e 
de B. subtilis mostra que a região de interação com DNA está totalmente conservada 
(Figura 10), sugerindo que as duas proteínas reconheçam a mesma seqüência de 
nucloetídeos.  
A interação entre as proteínas GlnK e TnrA de B. subtilis está bem descrita 
(HEINRICH et al., 2006). Entretanto, a região de TnrA envolvida nessa interação é 
desconhecida. O alinhamento das seqüências de aminoácidos das proteínas GlnR de S. 
mutans e TnrA de B. subtilis (Figura 11) mostra uma alta similaridade de seqüências entre 
as duas proteínas, principalmente na região N-terminal. A comparação entre os modelos 
estruturais teóricos destas proteínas sugere que elas apresentam estruturas  semelhantes 
o que pode indicar que GlnR possua uma região responsável pela interação com GlnK 
similar à de TnrA (Figura 12).   
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Figura 6: Predição de estrutura secundária da proteína GlnR de S. mutans 
 
 
Predição de estrutura secundária mostrando a posição das alfa-hélices ( ) estão 
identificados com a letra H. Resíduos provavelmente envolvidos em regiões desestruturadas 
( ) estão identificados com a letra C. O percentual de confiança em relação à estrutura 
predita está representado pelas barras em azul ( ).  
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O alinhamento foi gerado pelo programa Clustal W, aminoácidos idênticos são indicados 
por asteriscos, as substituições por aminoácidos de alta similaridade são indicadas por 
dois pontos e as substituições por aminoácidos de baixa similaridade são indicadas por um 















Modelo estrutural teórico da proteína GlnR mostrando o domínio hélice-volta-hélice na 
região N-terminal.  
 
 
Posição do resíduo C-terminal   
Motivo HTH N-terminal 
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Figura 9: Alinhamento estrutural e de seqüências de aminoácidos da proteína GlnR de S. 





Alinhamento estrutural da sequência de aminoácidos da proteína GlnR de S. mutans. (A) 
Alinhamento do modelo estrutural teórico da proteína GlnR de S. mutans (rosa) com o 
modelo estrutural do domínio N-terminal da proteína MerR de Streptomyces lividans (azul). 
(B) Alinhamento da seqüência de aminoácidos da proteína GlnR de S. mutans (VS70) com 
a seqüência da região N-terminal da proteína MerR de Streptomyces lividans (2VZ4_A). 
Resíduos conservados estão representados em vermelho. A similaridade entre as 





















O alinhamento foi gerado pelo programa Clustal W, aminoácidos idênticos são indicados 
por asteriscos, as substituições por aminoácidos de alta similaridade são indicadas por 
dois pontos e as substituições por aminoácidos de baixa similaridade são indicadas por um 
ponto. Os resíduos importantes para a interação com DNA estão destacados. A 






















O alinhamento foi gerado pelo programa Clustal W, aminoácidos idênticos são indicados 
por asteriscos, as substituições por aminoácidos de alta similaridade são indicadas por 
dois pontos e as substituições por aminoácidos de baixa similaridade são indicadas por um 





Figura 12: Comparação de modelos estruturais teóricos das proteínas GlnR de S. mutans e 









Modelos estruturais teóricos das proteínas GlnR de S. mutans e TnrA de B. subtilis. A 
hélice α2 de TnrA, responsável pela ligação ao DNA, está representada na cor alaranjada. 
 
 







Uma árvore filogenética com seqüências de GlnR de diferentes microrganismos foi 
construída utilizando o programa ClustalW (Figura 13).  Nesta árvore, as seqüências de 
GlnR aparecem divididas em dois subgrupos, um composto por proteínas GlnR de 
bactérias gram-positivas com alto teor de G+C e outro composto por proteínas de bactérias 
com baixo teor de G+C. As proteínas do segundo grupo apresentam cerca de 100 a 120 
resíduos de aminoácidos e pertencem à família MerR, as do primeiro grupo são maiores e 
pertencem à outras famílias de reguladores transcricionais. 
 
4.2 Clonagem do gene glnR nos vetores de expressão pET28a+ e pET29a+ 
 
O gene glnR foi amplificado em uma reação de PCR na presença dos 
oligonucleotídeos iniciadores N-GlnR e C-GlnR (Figura 14). Estes oligonucleotídeos 
iniciadores continham seqüências reconhecidas pelas enzimas de restrição NdeI e BamHI. 
Estas enzimas foram utilizadas para digerir o produto de PCR e os vetores de expressão 
pET28a+ e pET29a+. Os fragmentos de DNA resultantes da digestão foram ligados dando 
origem aos plasmídeos GlnRpET28 e GlnRpET29. A integridade dos clones foi confirmada 
por seqüenciamento utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos para os vetores 
pET. 
O plasmídeo GlnRpET28 expressa a proteína GlnR-His, que contém uma cauda de 




















A árvore filogenética foi construída usando o programa ClustalW com a função de correção 
de distâncias evolutivas.  A distância evolutiva é proporcional ao comprimento das linhas. 



























Eletroforese em gel de ágar 1% do produto de reação amplificação do gene glnR de S. 
mutans utilizando os oligonucleotídeos N-GlnR e C-GlnR. 1- marcador de massa molecular 
(1Kb Ladder - Sigma); 2-produto de amplificação a partir do DNA genômico de S. mutans. 
O gel foi corado com brometo de etídio.   
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4.3 Determinação das condições de indução e solubilidade das proteínas GlnR e GlnR-His 
 
4.3.1 Determinação do tempo de indução da superexpressão da proteína GlnR 
 
Os plasmídeos GlnRpET28 e GlnRpET29 foram introduzidos por eletroporação em 
células de E. coli estirpe BL21AI. Estas culturas foram induzidas a 37°C com 0,2% de 
arabinose. Alíquotas de 1 mL destas culturas foram retiradas nos tempos de 0, 2, 3 e 4 
horas. Estas amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.8 e a eficiência da 
síntese das proteínas GlnR e GlnR-His foi avaliada por SDS-PAGE. A figura 15 mostra que 
quantidade de proteínas sintetizadas aumentou com o tempo. O extrato da cultura induzida 
por 3 horas apresentou menor quantidade de proteínas contaminantes em relação à 
quantidade de GlnR. Assim, este tempo de indução foi utilizado para o preparo das células 
para a purificação das proteínas de interesse. 
 
4.3.2 Solubilidade da proteína GlnR de S. mutans 
 
Culturas de BL21AI contendo os plasmídeos GlnRpET28 e GlnRpET29 induzidas 
durante 3 horas a 37°C foram coletadas e lisadas coforme descrito no item 3.8. Nestas 
condições, 100% das proteínas GlnR e GlnR-His encontravam-se na fração insolúvel 
(Figura 16). A fim de aumentar a solubilidade das proteínas GlnR e GlnR-His, foram 






Figura 15: Efeito do tempo de indução na síntese das proteínas GlnR e GlnR-His na estirpe 








Eletroforese em SDS-PAGE 12% de extratos de células BL21AI transformadas com os 
plasmídeos GlnRpET28a e GlnRpET29a induzidas na presença de arabinose 0,2%. Linha 
1: marcador de massa molecular (Page Ruler Unstained Protein Ladder - Fermentas). 
Linhas 2 a 5: Tempos de indução de 0, 2, 3 e  4 horas na presença do plasmídeo 
GlnRpET28.  Linhas 5 a 9: Tempos de indução de 0, 2, 3 e 4 horas na presença do 
plasmídeo GlnRpET29. A seta indica as proteínas superexpressas. As proteínas foram 
coradas com Coomassie Blue. 
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Eletroforese em SDS-PAGE 12% contendo extratos de células BL21AI induzidas com 0,2% 
de arabinose a 37°C por 3 horas. S indica fração solúvel e I indica fração insolúvel. Linha 1 
e 2: extrato de E. coli BL21AI contendo o plasmídeo GlnRpET28. Linhas 3 e 4: extrato de 





4.3.3 Efeito da temperatura de indução na síntese da proteína GlnR 
 Células da estirpe BL21AI contendo os plasmídeos GlnRpET28 e GlnRpET29 foram 
cultivadas a 37°C até atingirem a D.O.600 de 0,4. As culturas foram divididas em frascos e 
encubadas a 30°C e a 37°C e foi iniciada a indução com 0,2% de arabinose durante 3 
horas. Em seguida, as células foram tratadas como descrito no item 3.8 e a solubilidade 
das proteínas foi analisada por SDS-PAGE (Figura 17). Os resultados mostraram que a 
indução na temperatura de 30°C aumenta a solubilidade das proteínas GlnR e GlnR-His. 
4.3.4 Efeito da estirpe hospedeira na eficiência de síntese da proteína GlnR 
 
 As estirpes de E. coli BL21AI, BL21pLysS e BL21CodonPlus foram transformadas 
com os plasmídeos GlnRpET28 e GlnRpET29. Estas células foram cultivadas e a 
expressão das proteínas foi induzida com 0,2% de arabinose na primeira estirpe e 0,1mM 
de IPTG nas demais. As células foram coletadas por centrifugação, lisadas e centrifugadas 
para verificar o nível de síntese e a solubilidade de GlnR e GlnR-His nas diferentes estirpes 
(Figuras 18 e 19).   
Nas estirpes BL21AI e BL21pLysS, tanto o nível de síntese quanto a solubilidade da 
proteína GlnR foram semelhantes (Figura 18). O nível de síntese da proteína GlnR-His a 
partir do plasmídeo GlnRpET28 foi maior na estirpe BL21AI do que na estirpe 
BL21CodonPlus (Figura 19). Por este motivo, a estirpe BL21AI foi selecionada para os 
experimentos seguintes. 
 
4.3.5 Efeito da concentração de indutor na eficiência de síntese da proteína GlnR 
 
 Na estirpe BL21AI a expressão do gene da T7 RNA polimerase ocorre a partir do 
promotor do operon araBAD. Assim, a expressão a partir do promotor T7 dos plasmídeos é 
regulada pela concentração de arabinose no meio. Esta é uma vantagem para a síntese de 
proteínas tóxicas para E. coli, pois permite regular o nível de expressão pela concentração 











Eletroforese em SDS- PAGE (12%) de extratos de células BL21AI induzidas com 0,2% de 
arabinose. S indica fração solúvel e I indica fração insolúvel. As linhas 1, 2, 5 e 6 
correspondem a extratos induzidos na temperatura de 30°C e as linhas 3, 4, 7 e 8 a 
extratos induzidos à 37°C. As proteínas foram coradas com Coomassie Blue. 
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Eletroforese em SDS-PAGE 12% de extratos de células induzidas na temperatura de 37°C. 
S indica fração solúvel e I indica fração insolúvel.  Linhas 1 e 2:  Extratos de células 
BL21AI x GlnRpET28 induzidas com 0,2% de arabinose. Linhas 3 e 4: Extratos de células 
BL21AI x GlnRpET29 induzidas com 0,2% de arabinose. Linhas 5 e 6: Extratos de células 














Eletroforese em SDS-PAGE 12% de extratos de células induzidas na temperatura de 30°C. 
S indica fração solúvel e I indica fração insolúvel. Linhas 1 e 2:  Extratos de células BL21AI 
x GlnRpET28 induzidas com 0,2% de arabinose. Linhas 3 e 4: Extratos de células 
BL21CodonPlus x GlnRpET28 induzidas com 0,1mM de IPTG. As proteínas foram coradas 
com Coomassie Blue. 
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O efeito da concentração de indutor sobre a solubilidade de GlnR e GlnR-His foi 
avaliado. Inicialmente, culturas de células contendo os plasmídeos de interesse foram 
induzidas com 0,1, 0,2 e 0,3% de arabinose durante 3 horas.  Neste experimento não foi 
possível estabelecer uma relação entre a concentração de indutor e a solubilidade das 
proteínas (Figura 20). A concentração de 0,2% de arabinose foi utilizada para os 
experimentos seguintes.  
 
4.4 Purificação da proteína GlnR  
 
A proteína GlnR foi expressa em E. coli estirpe BL21AI, a 30°C durante 3 horas 
após a adição de arabinose a 0,2%. A purificação foi feita em dois passos cromatográficos. 
Células de um litro de cultura foram coletadas e ressuspensas em tampão de sonicação 
(200mM NaCl, 50mM Tris HCl pH 8,0, 0,1mM EDTA, 1µg/mL PMSF e 10% glicerol). Após 
a lise, o extrato foi centrifugado e a fração solúvel foi utilizada para a purificação. A 
amostra foi injetada na coluna HiTrap-Q de 5mL (GE) e o volume de injeção foi coletado. 
Como esta é uma coluna de troca aniônica e em pH 8,0 GlnR está carregada 
positivamente, esta proteína não interage com a resina sendo eluída durante a injeção. 
Entretanto, este passo cromatográfico foi mantido porque muitas das proteínas 
contaminantes ligavam-se à coluna resultando numa considerável purificação da proteína 
de interesse. 
No segundo passo cromatográfico da purificação, a fração coletada durante a injeção 
da amostra na coluna HiTrap-Q (5mL) foi aplicado numa coluna HiTrap-Heparine (5mL). A 
proteína GlnR ligou-se fortemente à resina, sendo eluída a partir da concentração de 1,3M 
de NaCl. As frações que apresentaram o maior grau de pureza foram reunidas e dialisadas 
seqüencialmente contra três tampões de diálise com concentrações decrescentes de NaCl 
como descrito na seção Material e Métodos item 4.8. Após as duas etapas de purificação a 
proteína apresentou alto grau de pureza, calculado em 95% por análise densitométrica em 
SDS-PAGE corado com Coomassie Blue (Figura 21). O rendimento a partir de 74,4mg de 
proteínas presentes na fração solúvel foi de 0,39mg ou 0,51%. 
 













Eletroforese em SDS-PAGE 12% dos extratos de células BL21AI induzidas com 
arabinose na temperatura de 30°C. S indica fração solúvel e I indica fração insolúvel. 
Linhas 1, 2, 7 e 8: Extratos de células induzidas com 0,1% de arabinose. Linhas 3, 4, 9 
e 10: Extratos de células induzidas com 0,2% de arabinose. Linhas 5, 6, 11 e 12: 
Extratos de células induzidas com 0,3% de arabinose.  As proteínas foram coradas 
com Coomassie Blue. 
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Eletroforese em SDS-PAGE 12% das frações purificadas de GlnR. Linha 1: marcador de 
massa molecular (Page Ruler Unstained Protein Ladder - Fermentas). Linha 2: fração 
eluída na injeção da coluna HiTrap-Q (5mL). Linha 3: fração purificada por afinidade em 
HiTrap-Heparine (5mL) após diálise.    
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A proteína GlnR-His foi expressa em E. coli estirpe BL21AI, a 30°C durante 3 horas 
após a adição de arabinose a 0,2%. A proteína de fusão GlnR-His possui uma seqüência 
contendo 6 resíduos de histidina o que permite sua purificação através de cromatografia de 
afinidade utilizando a coluna Hi-Trap Chelating (Amersham) previamente carregada com 
NiCl2. Esta purificação é possível devido à formação de complexos entre os resíduos de 
histidinas e o níquel ligado à resina na coluna. 
A proteína GlnR-His foi eluída da coluna com cerca de 450mM de imidazol. As 
frações com maior grau de pureza foram reunidas e dialisadas para remoção do imidazol. 
Após a purificação por cromatografia de afinidade, a análise densitométrica em SDS-PAGE 
corado com Coomassie Blue mostrou que esta proteína apresentava 97% de pureza 
(Figura 22). O rendimento a partir de 21,3mg de proteínas presentes na fração solúvel foi 
de 1,38mg ou 6,5%. 
Após a purificação, as proteínas GlnR e GlnR-His formavam agregados insolúveis em 
concentrações próximas a 1mM.  A indução a 16°C por 16 horas aumentou a estabilidade 
destas proteínas e este procedimento foi adotado para as purificações seguintes. As 
purificações após a indução a 16°C tiveram rendimento em torno de 15%. 
 
4.6 Análise da ligação da proteina GlnR à regiões promotoras de genes envolvidos no 
metabolismo de nitrogênio. 
 
4.6.1 Estudo dos promotores dos operons amtBglnK e glnRA de S. mutans 
 
 A análise das regiões à montante dos operons amtBglnK e glnRA permitiu a 
identificação de seqüências potencialmente reconhecidas por GlnR. Além disso, foram 
identificadas nestas regiões seqüências descritas como reconhecidas pela subunidade σA 
da RNA polimerase, de B. subtilis (Figura 23). A região promotora do operon glnRA de S. 
mutans apresenta regiões -35 e -10 canônicas σ70 de E. coli. O promotor de glnKamtB de 
S. mutans é do tipo “extended -10” . O elemento “extended -10” está localizado 
diretamente à montante do elemento -10 e compreende quatro nucleotídeos com a 














Eletroforese em SDS-PAGE 12% de GlnR-His purificada. Linha 1: marcador de massa 
molecular (Page Ruler Unstained Protein Ladder - Fermentas).  Linha 2: fração purificada 
pela coluna HiTrap Chelating HP após diálise. 
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As prováveis regiões reconhecidas por σA -35 e (“extended”) -10 estão destacadas em 
amarelo. Os prováveis sítios de ligação para GlnR estão representados em retângulos. O 
códon de início de tradução do gene amtB está representado em vermelho. Os números 
indicam a posição em relação ao códon de início de tradução. As supostas bases de início 
de transcrição estão identificadas por um asterisco. As seqüências representadas 
correspondem aos fragmentos utilizados nos experimentos de retardamento de banda de 





 Um provável sítio de ligação para proteína GlnR ao DNA foi localizado na região 
promotora dos operons glnKamtB e glnRA de S. mutans (Figura 23). A capacidade de 
ligação da proteína GlnR à região promotora destes operons foi avaliada pela técnica de 
retardamento de migração da banda de DNA em gel de poliacrilamida.  
 
4.6.2 Análise da ligação da proteina GlnR às regiões promotoras dos operons glnRA e 
amtBglnK de S. mutans. 
A proteína GlnR purificada foi capaz de retardar a migração dos fragmentos contendo 
as duas regiões promotoras (Figuras 24 e 25) a partir da 50 nM de proteína. Nesta 
concentração de GlnR, 3,2 % dos fragmentos de DNA contendo a região promotora de 
glnRA utilizados no experimento tiveram seu padrão de migração alterado (Figura 20). Este 
resultado confirma a capacidade de ligação de GlnR ao DNA, como bem documentado em 
outros organismos (AMON, 2010). A proteína GlnR na concentração de 400nM foi capaz 
de retardar a migração de apenas 23,1% dos fragmentos de DNA contendo a região 
promotora de glnRA. 
A constante de dissociação (Kd) aproximada foi calculada como a concentração de 
proteína capaz de ligar-se a 50% dos fragmentos de DNA. Este cálculo resultou em uma 
Kd aproximada de 845,0nM para a ligação GlnR-DNA. Entretanto não foi observada a 
formação de complexo com 100% dos fragmentos de DNA na concentração máxima de 
GlnR (400nM) e não foi possível aumentar a concentração desta proteína nestes 
experimentos devido a agregação. Estas condições tornam pouco confiável o cálculo da 
Kd. 
Em seguida, foi verificada a estabilidade da ligação de GlnR ao DNA. Para isso foram 
realizados experimentos de retardamento de migração da banda de DNA em gel na 
presença de DNA marcado e não marcado radioativamente.  
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Autoradiograma de eletroforese em gel nativo de poliacrilamida a 6,5%. Experimento 
realizado com 1,44nM de DNA do promotor de amtBglnK e concentrações crescentes de 
GlnR. Linha 1: ausência de GlnR; Linha 2: 5nM de GlnR; Linha 3: 10nM de GlnR; Linha 4: 
25nM de GlnR; Linha 5: 50nM de GlnR; Linha 6: 100nM de GlnR; Linha 7: 250 nM de 



















Autoradiograma de eletroforese em gel nativo de poliacrilamida a 6,5%. Experimento 
realizado com 1,44nM de DNA do promotor de glnRA e concentrações crescentes de 
GlnR. Linha 1: ausência de GlnR; Linha 2: 5nM de GlnR; Linha 3: 10nM de GlnR; Linha 4: 
25nM de GlnR; Linha 5: 50nM de GlnR; Linha 6: 100nM de GlnR; Linha 7: 250 nM de 




  A concentração de GlnR foi fixada em 400nM e a concentração de DNA contendo o 
promotor do operon glnRA marcado radioativamente foi fixada em 1,44 nM. Após incubar 
com DNA marcado foi adicionado DNA não marcado homólogo e heterólogo em 
concentrações de 1,44; 14,4 e 144 nM (Figura 26). O DNA marcado foi deslocado apenas 
na concentração de 144 nM de DNA, que corresponde a 100 vezes a concentração inicial 
de DNA. O que confirma a alta especificidade da ligação de GlnR ao DNA das regiões 
promotoras testadas.  
 
4.7 Efeito de GlnK na afinidade de ligação de GlnR ao DNA  
 
A afinidade de GlnR ao DNA foi avaliada em presença de GlnK através experimentos 
de retardamento de banda de DNA em gel (Figura 27). Na ausência de GlnK, GlnR foi 
capaz de ligar-se ao DNA em concentrações a partir de 50nM. Quando GlnK estava 
presente em concentrações 10 vezes maiores em relação a GlnR, esta foi capaz de ligar-
se ao DNA a partir da concentração de 25nM. Comprovando a hipótese de que GlnK é 
capaz de aumentar a afinidade de GlnR por DNA.  
Em seguida, para verificar se o aumento na afinidade de GlnR pelo DNA é 
dependente da concentração de GlnK presente na reação, foram realizados experimentos 
de retardamento de banda de DNA em gel com concentração de GlnR fixa em 250nM e 
concentrações crescentes de GlnK (Figura 28). Aparentemente GlnK exerce dois efeitos 
sobre GlnR. Em concentrações equimolares, ela estabiliza a ligação entre GlnR e DNA, 
porém sem formar um complexo ternário estável (Figura 28, linha 5). E em concentrações 
maiores, a partir de um excesso de quatro vezes de GlnK em relação a GlnR, GlnK  forma 




Figura 26: Efeito da concentração de DNA competidor sobre a ligação de GlnR ao 








Autoradiograma de eletroforese em gel nativo de poliacrilamida a 6,5%. Experimento 
realizado com 1,44nM do fragmento de DNA do promotor de glnRA marcado 
radioativamente em todas as reações. GlnR foi adicionada em concentração fixa de 400nM 
nas reações presentes nas linhas 2 a 8.  Concentrações crescentes de DNA homólogo 
(contendo o pglnRA) não marcado foram adicionadas às reações presentes nas linhas 3 a 
5 e concentrações crescentes de DNA heterólogo (contendo o pamtBglnK) não marcado 
foram adicionadas às reações nas linhas 6 a 8. Linha 1: controle negativo na ausência de 
GlnR; Linha 2: controle positivo na presença de GlnR; Linha 3: adição de 1,44nM de DNA 
homólogo não marcado; Linha 4: adição de 14,4nM de DNA homólogo não marcado; Linha 
5: adição de 144nM de DNA homólogo não marcado; Linha 6: adição de 1,44nM de DNA 
heterólogo não marcado; Linha 7: adição de 14,4nM de DNA heterólogo não marcado; 
Linha 8: adição de 144nM de DNA heterólogo não marcado. 
61 
 








Autoradiograma de eletroforese em gel nativo de poliacrilamida a 6,5%. Experimento 
realizado com 1,44nM de DNA contendo o promotor do operon glnRA em todas as 
reações. (A) Linha 1: ausência de GlnR; Linha 2: presença de 5nM de GlnR; Linha 3: 
presença de 10nM de GlnR; Linha 4: presença de 25nM de GlnR; Linha 5: Linha 5: 
presença de 50nM de GlnR; (B) Linha 1: ausência de GlnR e GlnK; Linha 2: presença de 
5nM de GlnR e 50nM de GlnK; Linha 3: presença de 10nM de GlnR e 100nM de GlnK; 
Linha 4: presença de 25nM de GlnR e 250nM de GlnK; Linha 5: presença de 50nM de 
GlnR e 500nM de GlnK.  
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4.8 Análise da interação entre as proteínas GlnR e GlnK 
 
A interação de proteínas do tipo PII com reguladores de transcrição é conhecida em 
microrganismos gram-positivos. Em Corynebacterium glutamicum AmtR, um membro da 
família TetR de reguladores transcricionais, responsável pela repressão do operon 
amtBglnKglnD, do gene glnA além de outros 25 genes, é capaz de interagir com a proteína 
GlnK adenililada. Esta interação desfaz o complexo AmtR-DNA (BECKERS et al., 2005). 
Em B. subtilis a proteína GlnK associada à membrana via AmtB interage com TnrA. Os 
efetores 2-oxoglutarato e ATP desfazem o complexo ternário (HEINRICH et al., 2006).  
Até o momento não foi descrita a interação entre as proteínas GlnR e GlnK de S. 
mutans. Para verificar a existência de interação entre estas proteínas, foram realizados 
experimentos de co-precipitação in vitro, utilizando as proteínas GlnR nativa e GlnK-His 
purificadas na presença (Figura 29 A) ou ausência de DNA (Figura 29 B) e efetores de 
GlnK. 
GlnK não é capaz de ligar-se ao DNA. GlnR interagiu com GlnK tanto na presença 
quanto na ausência de DNA e efetores. Esta ligação não foi influenciada pelos efetores na 
presença de DNA contendo o promotor do operon glnRA. Entretanto, em sua ausência a 
afinidade de GlnK-His por GlnR foi diminuída na presença de 2-oxoglutarato. Nesta 
condição houve redução de 5 vezes na quantidade de GlnR co-eluída juntamente com 
GlnK-His (Figura 29 B, linha 4).  
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Gel nativo de poliacrilamida a 6,5%. GlnR (250nM) foi incubada na presença de 10nM de 
um fragmento de DNA contendo o promotor de glnRA e concentrações crescentes de 
GlnK.  Linha 1: ausência de GlnR e GlnK; Linha 2: GlnR; Linha 3: GlnR e 50nM de GlnK; 
Linha 4: GlnR e 100nM de GlnK; Linha 5: GlnR e 250nM de GlnK; Linha 6: GlnR e 500nM 










A e B: Gel de Tricina-SDS PAGE 10% contendo a fração eluída de experimentos de co-
precipitação de GlnR e GlnK-His na presença de efetores. Neste experimento foram 
utilizados 15µg GlnK-His e 7,5µg GlnR na presença de 25nM DNA (A) ou ausência de DNA 
(B). Linha 1: presença de GlnR e GlnK-His; Linha 2: presença de GlnR, GlnK-His e 2,5mM 
de ADP; Linha 3: presença de GlnR, GlnK-His e 2,5mM de ATP; Linha 4: presença de 
GlnR, GlnK-His e 5,0mM de 2-oxoglutarato; Linha 5: presença de GlnR, GlnK-His, 2,5mM 
de ADP e 5,0mM de 2-oxoglutarato; Linha 6: presença de GlnR, GlnK-His, 2,5mM de ATP 
e 5,0mM de 2-oxoglutarato; Linha 7: presença de GlnR; Linha 8: presença de GlnK-His. As 
flechas indicam as proteínas eluídas na presença de 1M de imidazol. Gel corado com 
Coomassie coloidal. Resultado representativo de dois experimentos independentes. 
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4.10 Efeito de 2-oxoglutarato, ADP e ATP sobre a ligação do complexo GlnR-GlnK ao DNA 
Experimentos de retardamento de banda de DNA em gel foram realizados na 
presença das proteínas GlnR e GlnK-His e das moléculas efetoras de GlnK, 2-
oxoglutarato, ADP e ATP (Figura 28).  
Aparentemente, o complexo ternário GlnR-GlnK-DNA é estável nas condições 
utilizadas neste experimento, uma vez que a mobilidade da banda de DNA na presença 
deste é menor do que a mobilidade da banda na presença de GlnR apenas (Figura 30, 
linhas 2 e 3).  
Os resultados obtidos mostram que a ligação de GlnR ao DNA não é afetada pelos 
efetores. Na presença de efetores, o complexo GlnK-GlnR continua ligado ao DNA (Figura 
30). Para verificar se a ausência de efeito das moléculas sinalizadoras era devida à 
concentração utilizada no experimento, foram feitas curvas de concentração para cada um 
dos efetores (Figuras 31, 32 e 33). Nestas curvas não houve diferença no padrão de 
migração do DNA em concentrações de 0,5 a 10,0mM de 2-oxoglutarato, 0,1 a 5,0mM de 
ADP e 0,1 a 5,0mM de ATP.  
Os resultados obtidos nestes experimentos de retardamento de banda de DNA em 
gel mostram que, em presença de DNA, 2-oxoglutarato, ADP e ATP não modulam a 
interação entre GlnR, GlnK-His e DNA. Este resultado confirma o obtido no ensaio de co-
precipitação na presença de DNA (Figura 29 A), onde não houve variação na eluição 
conjunta de GlnK-His e GlnR, independentemente da presença de efetores.  
Tendo em vista o efeito da presença de DNA observado nos experimentos de co-
precipitação, os experimentos de retardamento de banda de DNA em gel foram repetidos 
adicionando o DNA após a formação do complexo GlnR-GlnK na presença dos efetores. 
Dessa forma seria possível observar um possível efeito das moléculas sinalizadoras sobre 
o complexo antes de sua ligação ao DNA (Figura 34).  Na presença de 2-oxoglutarato, a 
banda de DNA livre foi mais intensa quando comparada à observada na ausência de 2-OG 
(Figura 34, linhas 7, 8 e 9). Este resultado confirma que 2-oxoglutarato inibe a formação do 
complexo antes de sua ligação ao DNA, efeito observado no ensaio de co-precipitação 
(Figura 29 B).  
Estes resultados sugerem que, em condições de baixa disponibilidade de nitrogênio, 





Figura 30: Efeito de 2-oxoglutarato, ADP e ATP sobre a afinidade do complexo  GlnR-GlnK 















GlnR (250nM) foi incubada na presença de 10nM de DNA contendo o promotor do operon 
glnRA, 1µM de GlnK e efetores. Linha 1: ausência de GlnR; Linha 2: presença de GlnR; 
Linha 3: presença de GlnR e GlnK; Linha 4: presença de GlnK; Linha 5: presença de GlnR, 
GlnK e 0,5mM de ADP; Linha 6: presença de GlnR, GlnK e 0,5mM de ATP; Linha 7: 
presença de GlnR, GlnK e 1mM de 2-oxoglutarato; Linha 8: presença de GlnR, GlnK, 
0,5mM de ADP e 1mM de 2-oxoglutarato; Linha 9: presença de GlnR, GlnK, 0,5mM de 
ATP e 1mM de 2-oxoglutarato. Gel corado com Sybr Green (Invitrogen). Resultado 
representativo de três experimentos independentes. 
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Figura 31: Efeito da concentração de 2-oxoglutarato sobre a ligação do complexo GlnR-










GlnR (250nM) foi incubada na presença de 10nM de DNA contendo o promotor do operon 
glnRA, 250nM de GlnK e 2-oxoglutarato. Linha 1: ausência de GlnR; Linha 2: presença de 
GlnR; Linha 3: presença de GlnR e 10mM de 2-oxoglutarato; Linha 4: presença de GlnR e 
GlnK; Linha 5: presença de GlnR, GlnK e 0,5mM de 2-oxoglutarato; Linha 6: presença de 
GlnR, GlnK e 1,0mM de 2-oxoglutarato; Linha 7: presença de GlnR, GlnK e 2,5mM de 2-
oxoglutarato; Linha 8: presença de GlnR, GlnK, 5,0mM de 2-oxoglutarato; Linha 9: 


















GlnR (250nM) foi incubada na presença de 10nM de DNA contendo o promotor do operon 
glnRA, 250nM de GlnK e ADP. Linha 1: ausência de GlnR; Linha 2: presença de GlnR; 
Linha 3: presença de GlnR e 5,0mM de  ADP; Linha 4: presença de GlnR e GlnK; Linha 5: 
presença de GlnR, GlnK e 0,1mM de ADP; Linha 6: presença de GlnR, GlnK e 0,5mM de 
ADP; Linha 7: presença de GlnR, GlnK e 1,0mM de ADP; Linha 8: presença de GlnR, 
GlnK, 2,5mM de ADP; Linha 9: presença de GlnR, GlnK e 5,0mM de ADP. Gel corado com 
















GlnR (250nM) foi incubada na presença de 10nM de DNA contendo o promotor do operon 
glnRA, 250nM de GlnK e ATP. Linha 1: ausência de GlnR; Linha 2: presença de GlnR; 
Linha 3: presença de GlnR e 5,0mM de  ATP; Linha 4: presença de GlnR e GlnK; Linha 5: 
presença de GlnR, GlnK e 0,1mM de ATP; Linha 6: presença de GlnR, GlnK e 0,5mM de 
ATP; Linha 7: presença de GlnR, GlnK e 1,0mM de ATP; Linha 8: presença de GlnR, GlnK, 




Figura 34: Efeito de 2-oxoglutarato, ADP e ATP sobre a afinidade do complexo  GlnR-GlnK 














GlnR (100nM) foi incubada na presença 200nM de GlnK e efetores e em seguida 10nM de 
DNA contendo o promotor do operon glnR foram adicionados ao sistema. Linha 1: 
ausência de GlnR; Linha 2: presença de GlnR; Linha 3: presença de GlnK; Linha 4: 
presença de GlnR e GlnK; Linha 5: presença de GlnR, GlnK e 2,5mM de ADP; Linha 6: 
presença de GlnR, GlnK e 2,5mM de ATP; Linha 7: presença de GlnR, GlnK e 5,0mM de 2-
oxoglutarato; Linha 8: presença de GlnR, GlnK, 2,5mM de ADP e 5,0mM de 2-oxoglutarato; 
Linha 9: presença de GlnR, GlnK, 2,5mM de ATP e 5,0mM de 2-oxoglutarato. Gel corado 









GlnR é um regulador específico do metabolismo de nitrogênio em membros do filo 
Firmicutes, da classe Bacilli, como Saphylococcaceae, Listeriae e Lactobacillales e do filo 
Actinobacteria como os gêneros Mycobacterium e Streptomyces (SCHREIER et al., 2000, 
VARMANEN et al., 2000, DOROSHCHUK  et al., 2006, KLOOSTERMAN et al., 2006, 
LARSEN et al., 2006, HENDRIKSEN et al., 2008).  
Em S. mutans, a função de GlnR foi estudada na resposta de tolerância a ácidos. 
Uma estirpe mutante glnR-, teve seu padrão de expressão analisado confirmando o papel 
de GlnR na repressão da transcrição de diversos genes. Mesmo em pH neutro, a 
expressão de glnA e outros genes foi significativamente aumentada no mutante glnR- o 
que levou os autores a sugerir que a atividade de GlnR é modulada pela disponibilidade de 
nutrientes nestas condições (CHEN et al., 2010).   
No presente trabalho foi estabelecido um protocolo de purificação da proteína GlnR 
de S. mutans em sua forma nativa e fusionada a seis resíduos de histidina (Figuras 16 a 
23). A proteína GlnR de S. mutans purificada foi  então avaliada in vitro quanto à sua 
atividade de ligação à região promotora de operons possivelmente envolvidos na 
assimilação de nitrogênio.   
 
5.1 Promotores reconhecidos por GlnR 
 
Em B. subtilis, GlnR age como repressora de transcrição dos operons glnRA, ureABC 
e do gene tnrA (BROWN & SONENSHEIN, 1996, WRAY et al., 1997, ZALIECKAS et al., 
2006). O operon glnRA é responsável pela síntese da própria GlnR e pela glutamina 
sintetase, o operon ureABC codifica as subunidades da urease e o gene tnrA codifica para  
a proteína TnrA, uma reguladora transcricional (WRAY et al., 1996, 1997, 1998). 
Em S. pneumoniae, GlnR reprime a transcrição de genes envolvidos na síntese e 
transporte de glutamina (glnA e glnPQ), síntese de glutamato (gdhA) (KLOOSTERMAN et 
al., 2006). Além dos operons glnPQ e glnRA, GlnR é responsável pela repressão da 
transcrição do operon amtBglnK em condições de excesso de nitrogênio em Lactococcus 
lactis (LARSEN et al., 2006).  
Nestes microrganismos, a região promotora dos genes regulados por GlnR 
apresentam a seqüência palindrômica bem conservada 5`-TGTNAN7TNACA-3´, conhecida 
como “GlnR-box”. Na maioria dos promotores conhecidos como regulados por GlnR, a 
seqüência “GlnR-box” encontra-se à montante ou sobreposta ao sítio de ligação para a 
subunidade σA da RNA polimerase (Figura 5). Entretanto, em alguns promotores, como 
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PglnPQ, em L. lactis, a “GlnR-box” encontra-se 28pbs após o códon de início de tradução. 
Esta disposição dos sítios de ligação sugere dois modos de atividade de GlnR como 
repressora: (1) repressão por impedimento estérico, pela ligação próxima ao sítio de 
ligação da RNA polimerase e (2) repressão pelo bloqueio da fase de elongação da 
transcrição, pela ligação ao início da região codificadora (LLOYD et al., 2001, RADIONOV, 
2007). 
Em S. mutans, a “GlnR-box” apresenta duas bases a mais em relação à descrita para 
os microrganismos acima (5´-ATGTNAN7TNACAT-3´) (BRANDENBURG et al., 2002, 
CHEN et al., 2010). Neste microrganismo, o promotor do operon glnRA contém a 
seqüência “GlnR-box” à montante do sítio de ligação para RNA polimerase e o promotor de 
amtBglnK apresenta a “GlnR-box”  sobreposta a esta seqüência (Figura 14). 
Provavelmente, a ligação de GlnR a estes promotores impede a ligação da subunidade σ 
da RNA polimerase, levando à repressão da transcrição. 
As regiões promotoras dos operons glnRA e amtBglnK de S. mutans foram 
amplificadas por PCR e os fragmentos resultantes foram utilizados juntamente com a 
proteína GlnR purificada em experimentos de retardamento de banda de DNA em gel 
(Figuras 24 e 25). Os resultados obtidos confirmam que a proteína GlnR de S. mutans é 
capaz de interagir in vitro com fragmentos de DNA contendo estas regiões promotoras. 
Experimentos de competição utilizando fragmentos de DNA marcado radioativamente e 
fragmentos não marcados mostraram que a interação de GlnR ao DNA contendo regiões 
promotoras destes operons é específica (Figura 26). Os resultados destes experimentos 
mostram que a interação GlnR-DNA é estável e apenas na condição de excesso de 100 
vezes de DNA não marcado em relação ao DNA marcado houve deslocamento dos 
fragmentos ligados à GlnR (Figura 26, linhas 5 e 8). 
 
5.2 Interação GlnR-GlnK 
 
Uma vez caracterizada a capacidade da proteína GlnR de S. mutans de ligar-se às 
regiões promotoras de operons envolvidos no metabolismo de nitrogênio, prováveis 
moduladores desta ligação foram estudados. A presença de moléculas sinalizadoras dos 
níveis de nitrogênio não altera o padrão de ligação de GlnR ao DNA (Figuras 31, 32 e 33, 
todos na linha 3), o que sugere que esta proteína não responde diretamente às condições 
de nitrogênio, necessitando de outra forma de sinalização.  
A regulação da atividade de fatores de transcrição por proteínas do tipo PII foi 
descrita em diferentes microrganismos (SANT´ANNA et al., 2009). Na maioria dos casos 
descritos esta regulação resulta de interação direta de PII com o fator de transcrição de 
acordo com os níveis de nitrogênio disponíveis na célula (BECKERS et al., 2005, 
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HEINRICH et al., 2006). Em outros casos a regulação é indireta (ESPINOSA et al., 2007, 
GLÖER et al., 2008). 
Em Corynebacterium glutamicum AmtR, um membro da família TetR de reguladores 
transcricionais, responsável pela repressão do operon amtBglnKglnD, do gene glnA além 
de outros 25 genes, é capaz de interagir com a proteína GlnK adenililada. Esta interação 
promove a dissociação do complexo AmtR-DNA (BECKERS et al., 2005).  
Em B. subtilis a proteína GlnK associada à membrana via AmtB interage com TnrA. 
Os efetores 2-oxoglutarato e ATP dissociam o complexo ternário (HEINRICH et al., 2006).  
Em Synechococcus elongatus, uma proteína do tipo PII regula a atividade de NtcA, o 
regulador global do metabolismo de nitrogênio. Neste microrganismo a proteína PipX é co-
ativadora de NtcA. Em baixos níveis de 2-oxoglutarato, PII liga-se a PipX. Em altos níveis 
de 2-oxoglutarato, PipX é liberada para ligar-se a NtcA, aumentando a expressão de genes 
envolvidos com a assimilação de nitrogênio (ESPINOSA et al., 2007, FOKINA et al., 2010). 
Em Klebsiella pneumoniae, a proteína GlnK interage com NifA, um ativador 
transcricional nif-específico, o qual é inibido por interação com NifL. NifA e NifL regulam a 
transcrição de genes envolvidos na fixação de nitrogênio em resposta ao amônio. Neste 
sistema GlnK liga-se a ambas as proteínas na ausência de 2-oxoglutarato, ao passo que, 
na presença de 2-oxoglutarato, NifA é liberada mas NifL permanece ligada a GlnK (GLÖER 
et al., 2008). 
Tendo em vista que nos microrganismos mencionados a atividade de fatores de 
transcrição é regulada pela proteína GlnK, foram realizados experimentos de co-
precipitação utilizando as proteínas GlnR e GlnK de S. mutans. Os resultados destes 
experimentos revelaram que GlnR interage com GlnK in vitro e que esta interação é inibida 
por 2-oxoglutarato na ausência de DNA (Figura 29 B).  
 
5.3 Efeito de ADP, ATP e 2-oxoglutarato 
 
A transdução de sinal das proteínas do tipo PII em diversos microganismos é 
mediada por ATP, ADP e 2-oxoglutarato (NINFA & JIANG, 2005; HUERGO et al., 2007). E 
como, aparentemente a proteína GlnK não é modificada pós-traducionalmente em S. 
mutans, este pode ser o único mecanismo de regulação de sua atividade neste 
microrganismo (PORTUGAL et al., 2006). 
O sítio de ligação para 2-oxoglutarato foi identificado na proteína GlnZ de 
Azospirillum brasilense, paráloga de GlnK (TRUAN et al., 2010). A comparação de 
seqüências entre esta proteína e a proteína GlnK de S. mutans mostra que este sítio é 
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altamente conservado (Figura 35). De oito resíduos diretamente envolvidos com a ligação 
estável de 2-oxoglutarato a GlnZ (Gly37, Gln39, Gly41, Thr43, Leu56, Lys58, Ile86, Gly87), 
sete são conservados na GlnK de S. mutans, e o resíduo de Ile86 está substituído por um 
resíduo de Val, e ambos resíduos são hidrofóbicos. O sítio de ligação para 2-oxoglutarato 
encontrada para a proteína GlnK de S. elongatus também tem alta similaridade com 
descrita para GlnZ de A. brasilense (FOKINA et al., 2010). 
Os sítios de ligação para efetores na proteína GlnZ de A. brasilense podem estar 
ocupados por ADP, ATP na presença de magnésio (MgATP) ou MgATP mais 2-
oxoglutarato. Baseados em informações estruturasi os autores sugerem que a ligação de 
GlnZ aos efetores são caracterizadas pelas interações da Lys58 com Gln39, Glu44 ou com 
o grupo 5-carboxi do 2-oxoglutarato respectivamente. Cada um dos modos de ligação 
resultaria em um ajuste conformacional importante para a interação de GlnZ com seus 
alvos celulares (TRUAN et al., 2010). Os resíduos Lys58, Gln39 e Glu44 encontram-se 
conservados na seqüência de GlnK de S. mutans (Figura 35). Em S. elongatus, os 
resíduos Arg38, Gly87, Gly89, Lys90, Arg101 e Arg103 foram identificados como parte do 
sítio de ligação para MgATP (FOKINA et al., 2010). Todos estes resíduos estão 
conservados na seqüência de GlnK de S. mutans (Figura 35).    
Dois estudos em E. coli, mostraram uma queda rápida de cinco vezes nos níveis 
celulares de 2-OG após choque de amônio e mudanças transitórias nas taxas de ATP/ADP 
também foram observadas (RADCHENKO et al., 2010, YUAN et al., 2009). A inibição da 
interação GlnR-GlnK por 2-oxoglutarato (Figura 29B) pode indicar que em situações de 
crescimento em baixos níveis de nitrogênio, não ocorre a interação GlnR-GlnK. Após um 
choque de amônio, a queda nos níveis intracelulares de 2-oxoglutarato possivelmente 
favorece a interação GlnR-GlnK.  
 
5.4 Efeito de GlnK sobre a ligação GlnR-DNA 
 
Em seguida, neste trabalho, o efeito da ligação de GlnK a GlnR sobre a atividade 
de ligação de GlnR ao DNA foi testada. Observou-se a formação de complexos ternários 
GlnK-GlnR-DNA em experimentos de retardamento de banda de DNA em gel, confirmando 
a interação estável entre as proteínas. Além disso, GlnR ligada a GlnK apresenta maior 
afinidade pelo DNA (Figuras 27 e 28). Isto sugere um papel regulatório de GlnK na 
repressão de genes envolvidos no metabolismo de nitrogênio mediado por GlnR.  
 




O papel das moléculas sinalizadoras de GlnK foi estudado em experimentos de 
retardamento de banda de DNA em gel, contendo GlnR, GlnK e fragmentos de DNA 
contendo as regiões promotoras reconhecidas por GlnR (Figuras 30 a 33).  
Nestes experimentos, houve formação do complexo GlnK-GlnR-DNA em todas as 
condições (Figura 30, linhas 5 a 9). Concentrações fixas de ADP (0,5mM), ATP (0,5mM) e 
2-oxoglutarato (1mM) foram adicionadas às reações nestes experimentos. Para verificar se 
a ausência de efeito destas moléculas era devida às concentrações utilizadas, foram 
realizadas curvas de concentração (Figuras 31, 32 e 33). Nestas curvas não houve 
diferença no padrão de migração dos fragmentos de DNA em concentrações de 0,5 a 
10,0mM de 2-oxoglutarato, 0,1 a 5,0mM de ADP e 0,1 a 5,0mM de ATP. Os resultados 
obtidos nestes experimentos de retardamento de banda de DNA em gel mostram que, em 
presença de DNA, 2-oxoglutarato, ADP e ATP não modulam a interação entre GlnR, GlnK-
His e DNA. Este resultado confirma o obtido no ensaio de co-precipitação na presença de 
DNA (Figura 29 A), onde não houve variação na eluição conjunta de GlnK-His e GlnR, 
independentemente da presença de efetores. 
 
5.6 Possível efeito de DNA na estabilização do complexo GlnK-GlnR 
Os experimentos de co-precipitação apresentaram resultados contrários com 
respeito ao efeito das moléculas sinalizadoras na presença ou ausência de DNA (Figura 29 
A e B). Na presença de DNA o complexo GlnR-GlnK não foi afetado ao passo que na 
ausência de DNA houve uma diminuição de 5 vezes na formação do complexo GlnR-GlnK 
na presença de 2-oxoglutarato.  
Tendo em vista este aparente efeito do DNA na estabilização do complexo GlnR-
GlnK, os experimentos de retardamento de banda de DNA em gel foram repetidos com 
modificações. As proteínas GlnR e GlnK foram incubadas na presença de efetores e na 
ausência de DNA para permitir a formação do complexo. Em seguida foram adicionados os 
fragmentos de DNA contendo a região promotora dos operons glnRA e amtBglnK. Dessa 
forma seria possível observar um possível efeito das moléculas sinalizadoras sobre o 
complexo antes de sua ligação ao DNA (Figura 33).  Na presença de 2-oxoglutarato, a 
banda de DNA livre foi mais intensa quando comparada à observada na ausência de 
efetores (Figura 33, linhas 7, 8 e 9). Este resultado confirma que 2-oxoglutarato inibe a 
formação do complexo antes de sua ligação ao DNA, efeito observado no ensaio de co-




Figura 35: Alinhamento de seqüência das proteínas GlnK de S. elongatus, GlnZ de A. 






















O alinhamento foi gerado pelo programa Clustal W. Os resíduos importantes para a 





Estes resultados sugerem que os efetores de GlnK modulam sua interação com 
GlnR antes da ligação do complexo ao DNA. Além disso, nestas condições, a presença de 
2-oxoglutarato desfavorece a interação entre GlnK e GlnR. Uma vez ligado ao DNA o 
complexo não é afetado por ADP, ATP e 2-oxoglutarato.  
Todos os experimentos feitos neste trabalho foram realizados com a forma solúvel da 
proteína GlnK. Entretanto, após um choque de amônio a população intracelular de GlnK 
divide-se em duas. Uma parte permanece em sua forma solúvel e outra parte liga-se à 
membrana via AmtB. Este fenômeno foi descrito em vários micrororganismos (Revisto por 
JAVELLE & MERRICK, 2005). Em B. subtilis, a quantidade de GlnK ligada à membrana via 
AmtB depende dos níveis celulares de ATP (HEINRICH et al., 2006). Na ausência de ATP 
há cerca de 50% de associação de GlnK a AmtB. O aumento progressivo na concentração 
de ATP disponível leva à solubilização do complexo. A adição de 2,5mM de ATP ao meio 
de cultivo leva a uma taxa de associação de GlnK a AmtB de 10% e em 5,0mM de ATP 
apenas 5% da proteína GlnK da célula encontra-se associada à AmtB (HEINRICH et al., 
2006). Estas observações concordam com os resultados de Radchenko e colaboradores 
(2010) e Yuan e colaboradores (2009) que observaram uma queda nos níveis celulares de 
ATP após choque de amônio.  
Análises in silico sugerem que a proteína GlnR de S. mutans apresenta alta 
similaridade de seqüência e de estrutura com TnrA de B. subtilis (Figuras 11 e 12). E em B. 
subtilis, TnrA interage com GlnK associada à membrana via AmtB. Os efetores 2-
oxoglutarato e ATP desfazem o complexo ternário (HEINRICH et al., 2006). O efeito desta 
ligação sobre a atividade de TnrA permanece desconhecido. A análise destes dados pode 
sugerir que GlnR é capaz de interagir também com GlnK em sua forma ligada a AmtB. 
Neste caso, é possível que os efetores de GlnK modulem a formação do complexo AmtB-
GlnK-GlnR-DNA, efeito que não foi observado nos experimentos descritos neste trabalho 
com o complexo GlnK-GlnR-DNA. Porém outros estudos precisam ser feitos para confirmar 
esta hipótese. 
Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que GlnR desempenha um papel 
regulatório sobre a transcrição de genes do metabolismo de nitrogênio semelhante ao que 
ocorre em B. subtilis e outras bactérias Gram positivas. O mecanismo de regulação da 
atividade de GlnR por GlnK, aparentemente, é análogo ao papel de GS inibida por 
glutamina em B. subtilis, estabilizando o complexo GlnR-DNA. A informação sobre a 
disponibilidade de nitrogênio chega a GlnR via ligação com GlnK, através de 2-OG e ADP, 
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que inibem a formação do complexo. Este mecanismo de regulação resulta em atividade 
máxima de GlnR em situações de excesso de nitrogênio.  
O gene tnrA, que codifica para a proteína TnrA foi identificado no genoma de S. 
mutans (CHEN et al., 2010). A identificação desta ORF pode significar que há regulação 
coordenada por GlnR e TnrA também neste microrganismo. A clonagem e purificação 
desta proteína permitirão verificar se há interação entre GlnK e TnrA semelhante ao que 
ocorre com GlnR e se esta interação afeta a ligação de TnrA ao DNA.  
5.7 Modelo de regulação da atividade de GlnR 
Normalmente S. mutans vive em biofilmes dentais compostos por várias espécies, 
neste ambiente, ocorrem mudanças rápidas e significativas na disponibilidade de 
nitrogênio. Este microorganismo ajusta seu metabolismo e padrões de expressão gênica 
para sobreviver em diferentes condições (LEMOS et al., 2005). Um aumento repentino nos 
níveis de compostos nitrogenados após um período de limitação deste nutriente pode ser a 
condição necessária para a modulação da atividade de GlnR por GlnK. 
Provavelmente em S. mutans, como em outros organismos, GlnK é sintetizada em 
baixos níveis de nitrogênio intracelular, e GlnR é ativa quando há excesso de nitrogênio, 
neste caso a formação do complexo GlnK-GlnR seria um importante meio de aumentar a 
repressão da transcrição de genes envolvidos no metabolismo de nitrogênio após um 
choque de amônio. 
Os resultados descritos neste trabalho foram utilizados para propor um modelo de 
regulação da atividade de GlnR por GlnK (Figura 36). Na ausência de 2-oxoglutarato (altos 
níveis de nitrogênio) a formação do complexo GlnR-GlnK é favorecida. GlnR em sua forma 
ligada a GlnK têm a afinidade pelo DNA aumentada o que resulta num maior nível de 
repressão dos genes controlados por GlnR. Em altas concentrações intracelulares de 2-
oxoglutarato (baixos níveis de nitrogênio) a formação do complexo GlnR-GlnK é inibida. 
Possivelmente, neste microrganismo, TnrA e GlnR reconheçam o mesmo sítio de ligação, 
como descrito para B. subtilis (WRAY et al., 2001). Como em escassez de nitrogênio a 
afinidade de GlnR pelo DNA é diminuída, a ligação de TnrA seria favorecida, resultando na 
ativação da transcrição a partir dos promotores reconhecidos por esta proteína.  
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Em condições de excesso de nitrogênio, nas quais há baixos níveis de 2-oxoglutarato, 
GlnK interage com GlnR, aumentando a repressão da transcrição a partir dos promotores 
de genes envolvidos na assimilação de nitrogênio, como por exemplo, os operons 
amtBglnK e glnRA. Em baixas concentrações de nitrogênio no ambiente, a concentração 
de 2-oxoglutarato intracelular é elevada, esta molécula sinalizadora inibe a formação do 
complexo GlnK-GlnR e sua ligação ao DNA. Nestas condições, é possível que a proteína 







1. Neste trabalho foram determinadas as melhores condições para expressão e 
purificação da proteína GlnR de S. mutans na sua forma nativa e fusionada à uma 
seqüencia de histidinas; 
 
2. A capacidade de ligação de GlnR às regiões promotoras dos operons amtBglnK e 
glnRA foi confirmada por ensaio de retardamento de banda de DNA em gel de 
poliacrilamida. 
 
3. Ensaios de co-precipitação mostraram que as proteínas GlnK e GlnR de S. mutans 
interagem in vitro. Na ausência de DNA essa interação é inibida por 2-oxoglutarato 
e ADP, ao passo que a presença de DNA estabiliza a interação em todas as 
condições testadas. 
 
4. GlnR ligada à GlnK tem maior afinidade pelo DNA contendo as regiões promotoras 
do operon glnRA do que sua forma livre. 
 
5. A ligação GlnR ao DNA não é afetada pelos efetores 2-oxoglutararato, ADP e ATP. 
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